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IMPLICATION DU RECEPTEUR NTS2 DE LA NEUROTENSINE DANS 
L'ANALGESIE LIEE AU STRESS 
Par 
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Memoire presente a la faculte de medecine et des sciences de la sante en vue de 
l'obtention du grade de maitre es sciences (M.Sc) en physiologie, Universite de 
Sherbrooke (Quebec), Septembre 2009. 
RESUME 
Un developpement normal et optimal du systeme nerveux central durant l'embryogenese 
est crucial pour l'organisation des circuits nociceptifs chez le nouveau-ne. Durant le 
developpement de l'enfant, les mecanismes impliques dans la perception de la douleur 
maturent et sont influences par l'exposition aux stress environnants. En effet, le stress 
peut induire un phenomene de l'analgesie liee au stress (stress induced analgesia, SIA). 
Ce phenomene peut impliquer les opioi'des et/ou la neurotensine (NT). D'ailleurs, il 
existe de nombreuses evidences que la NT endogene joue un role primordial dans le SIA 
de type naloxone-independant. La NT exerce ses effets analgesiques par sa liaison aux 
recepteurs NTS1 et NTS2. Nous proposons done de determiner le role du recepteur NTS2 
dans le SIA chez le rat issu d'une colonie non stressee ainsi que chez la souris de type 
sauvage (WT) et la souris ayant ete deletee du gene responsable de 1'expression du 
recepteur NTS2 (KO NTS2). Nous avons evalue l'influence d'un stress severe de type 
non-opioi'dergique en utilisant le test de la nage en eau froide (15°C) durant trois minutes, 
sur la modification de la perception de la douleur. Les experimentations chez les rats 
males ont ete effectuees aux jours postnataux 25 et 60 (P25 et P60). Les agonistes 
neurotensinergiques utilises sont le JMV-431 (30|a.g/kg) et la |3-lactotensine (200|a.g/kg), 
deux agonistes selectifs du recepteur NTS2. Le NT69L (5p,g/kg) a ete utilise corame 
agoniste specifique des recepteurs neurotensinergiques (NTS1 et NTS2). Les agonistes 
neurotensinergiques ont ete administres de fa?on individuelle par voie intrathecale et la 
nage en eau froide a ete effectuee 10 minutes suivant 1'administration du compose en 
question. Les comportements douloureux ont ete evalues grace au test plantaire 
(Hargreaves test) 20, 30 et 40 minutes suivant 1'administration du compose. 
Les resultats de la modification de la perception de la douleur suite a 1'administration de 
chacun des agonistes a P25 ont revele une augmentation du temps de retrait des pattes 
arrieres au test plantaire au temps 20 minutes apres l'injection. Les agonistes 
neurotensinergiques NTS2 amplifient l'effet du SLA. en periode infantile et cet effet est 
soutenu jusqu'au temps 30. Chez l'adulte (P60), les agonistes potentialisent egalement le 
SIA. 
Le SIA est aussi present chez la souris. La modification de la perception de douleur a ete 
evaluee au test plantaire et au test a la formaline (douleur tonique). Suite au stress de nage 
en eau froide, les souris WT etaient moins sensibles a la douleur que les souris KO NTS2 
a 30 minutes. De plus, les resultats du test a la formaline ont aussi revele, suite au stress 
severe, que les souris KO NTS2 etaient plus sensibles a la douleur que les souris WT au 
cours de la phase inflammatoire. Afin de supporter ces resultats, nous avons recolte des 
echantillons de plasma pour dosage de cortieosterone par radioimmunoassay (RIA). En 
condition basale, les souris KO NTS2 ont des concentrations plus basses que les souris 
WT. Les resultats ont aussi demontre des concentrations plus elevees de corticosterone en 
condition de stress en comparaison avec les individus non stresses. Egalement, on peut 
constater que les souris KO NTS2 stressees ont des niveaux de corticosterone plus bas 
que les individus de type sauvage ayant subi un stress. 
En utilisant une approche pharmacologique et genetique, nous avons ainsi demontre que 
le recepteur NTS2 etait implique dans le SIA. Ces etudes ciblant le stress permettront 
d'ameliorer notre comprehension entourant les facteurs externes pouvant influer sur le 
developpement optimal des circuits nociceptifs au cours de l'enfance. 
Mots-cles : neuropeptide, douleur, stress, analgesie, recepteur NTS2 
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INTRODUCTION 
1. La Douleur 
1.1 Mise en contexte 
Le stress en general peut affecter la perception de la douleur et ce, a n'importe quel 
moment de la vie. En effet, le stress en periode pr^natale peut engendrer des effets 
nefastes sur le developpement de 1'enfant. Par exemple, le stress durant le troisieme 
trimestre de grossesse peut affecter la modulation du systdme nerveux central et ainsi 
avoir des repercussions jusqu'i l'age adulte. Aussi, le stress durant la croissance de 
l'enfant peut engendrer des consequences h long terme. II peut, entre autres, modifier 
la perception de la douleur chez l'enfant en question. D'ailleurs, il a ete demontre 
que les nouveau-nes k terme, exposes au stress des ponctions au talon de manidre 
repetitive durant les premieres 24 a 36 heures de vie, anticipent la douleur lors de 
ponction veineuses ulterieures et ce avec augmentation de la reponse douloureuse 
(TADDIO et al., 2002). A cet effet, il y a des evidences structurales demontrant que 
le stress peut etre intimement lie a la douleur. 
Chez les animaux (rats et souris), la douleur et le stress peuvent etre relies et 
plusieurs etudes demontrent que des stress tels que la privation de nourriture, les 
chocs eiectriques et la nage forcee peuvent induire de l'analgesie. Ce phenom&ne est 
connu comme etant de l'analgesie liee au stress (stress induced analgesia, SIA). 
Initialement, le SIA etait per£u comme une forme d'activation du systeme 
opioi'dergique endog£ne (MADDEN et al,, 1977). Avec les annees, la comprehension 
de ce phenomene a permis d'^tablir que le type de SIA obtenu est en relation directe 
avec 1'intensity du stress. 
II existe deux patrons de reponse antinociceptive suite k un stress. Un stress de faible 
intensity induit un SIA de type opio'fdergique et est m6die par des circuits 
modulateurs descendants qui impliquent l'amygdale, la substance grise 
p^riaqueducale (SGPA) et la region bulbaire rostro-ventrale (rostral ventromedial 
medulla, RVM) (FANSELOW, 1980, HELMSTETTER et BELLGOWAN, 1993, 
HELMSTETTER et LANDEIRA-FERNANDEZ, 1990, ROSSI et al., 1994). 
L'analgesie resultant d'un stress de forte intensity, comme une nage forc^e en eau 
froide, est de type non-opioi'dergique (r^cepteur ^-opioidergique-ind^pendant). Ce 
type d'analg^sie peut etre medi£ par des circuits tels que Taire preoptique m^diane 
(MPAO), l'hypothalamus lateral (HL) et la SGPA (LEWIS et al., 1980, MOGIL et 
al., 1996, SETA et al., 2001). Ces structures sont des regions d'interet pouvant etre 
impliqu^es autant dans le stress que dans la modulation de la douleur (AIMONE et 
al., 1987, AIMONE et al., 1988, CARR et COONS, 1982, CARR et BAK, 1987, 
DAFNY et al., 1996, FRANCO et PRADO, 1996, FUCHS et COX, 1993, LOPEZ et 
COX, 1992). Dans les prochaines pages, nous verrons done 1'impact de la douleur et 
du stress sur la reponse physiologique d'un individu. Du stimulus a la reponse, nous 
verrons bridvement le cheminement de T influx gen£r£ en se concentrant 
principalement sur le systeme inhibiteur descendant. 
1.2 Definition 
Dans ce present m^moire, nous nous intdressons principalement aux mecanismes 
modulateurs de la douleur, en particulier le systeme inhibiteur descendant. Pour que 
ces mdicanismes soient actives, une stimulation p^ripherique doit avoir lieu. Cette 
stimulation fait reference a une sensation eprouvee lors d'une blessure, lors d'une 
lesion tissulaire ou dans le cas d'une maladie. Par definition, la douleur est « une 
experience sensorielle emotionnelle desagreable, due a une lesion tissulaire 
potentielle ou reelle, ou decrite par les termes d'une telle lesion » (MERSKEY et 
WATSON, 1979). 
La douleur peut egalement survenir de fa5on spontanee lors d'une atteinte cerebrale 
ou suite k une lesion anterieurement guerie. Aussi, elle est souvent associee a une 
reaction emotionnelle telle que l'anxiete, le stress ou la peur. De ce fait, lorsque la 
douleur est relativement intense, il est possible d'observer une reponse de 
l'organisme s'apparentant au stress. Une augmentation de la frequence cardiaque et 
de la pression sanguine en sont des exemples. 
De plus, il existe bien une interaction entre le stress et la douleur. Ces deux elements 
partagent des mecanismes communs. En fait, le stress et la douleur stimulent 
l'hypophyse et cette dernidre secrete des hormones qui agissent pour moduler la 
douleur ainsi que les reactions causees par le stress. Le stress peut autant faciliter la 
reponse douloureuse que l'inhiber. En clinique humaine, le stress soit leger ou 
modere peut faciliter la douleur, alors qu'un stress tr£s intense peut induire de 
l'analgesie. II en est de meme dans les etudes animales. En effet, il a ete demontre 
que des rejetons issus de meres stressees (module de stress prenatal) ou des rejetons 
soumis a des stress postnataux intenses presentaient des phenomenes d'insensibilite h 
la douleur, d'hyperkinesie locomotrice ou d'hypersensibilite a la naissance (BALE, 
2005). 
II existe plusieurs composantes a la douleur: sensori-discriminative, affectivo-
emotionnelle, cognitive et comportementale. Toutes ces composantes de la douleur 
peuvent etre modules par Tenvironnement, l'age, le sexe et merae par le stress. 
1.2.1 Transmission de l'influx nerveux : de laperipherie a la moelle epiniere 
1.2.1.1 Douleur aigue 
La douleur peut Stre divisee en trois classes (PURVES et al., 2004). La douleur 
primaire, dite aigue, est ressentie rapidement et est facilement localisee (Figure 1A). 
Ce type de douleur est transmis au systeme nerveux central (SNC) par les fibres 
my61inisees A5 et C. Les fibres A5 ont un role protecteur en condition physiologique, 
car elles sont responsables du reflexe de retrait de la partie du corps exposee k la 
source potentiellement douloureuse. 
1.2.1.2 Douleur tonique 
Le deuxieme type de douleur est dit secondaire ou tonique (Figure 1). Cette douleur 
ressemble k une brulure, done plus intense et diffuse (KONIETZNY et al., 1981, 
BELMONTE et CERVERO, 1996). Elle peut atteindre le SNC par 1'intermediate 
des fibres C non myelinisees. C'est pour cette raison que cette douleur est qualifiee 
de lente. Aussi, a 1'image de la douleur aigue, la douleur tonique n'implique pas 
uniquement les fibres C, mais aussi les fibres A8. En g6n6ral chez les animaux, la 
douleur secondaire, tonique, active la r^ponse autonome et il n'est pas rare de voir 
apparaitre une augmentation de la frequence cardiaque, une augmentation de la 
pression sanguine et la presence de sudation. 
1.2.1.3 Douleur chronique 
Le troisieme type de douleur est qualifie de douleur profonde et/ou persistante 
survenant entre autres lors d'attaques viscerales ou musculaires. Cette douleur est 
severe, difficile a localiser et peut etre referee a un autre membre ou organe. II peut 
aussi s'agir de douleur neuropathique qui se rapporte a une atteinte des nerfs. Cette 
douleur, aussi appele douleur neurogene, est parmi les plus difficiles a diagnostiquer 
et a traiter puisqu'elle repond tres mal aux traitements analgesiques opio'idergiques. 
rhrc'-liokl 
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4 3 ' C 
Figure 1. Fibres afferentes primaires. Elles sont divisees en trois categories : Aa(3, 
A5 et C. Les fibres sont classifiees selon leur diametre, leur degre de my61imsation, 
done leur vitesse de conduction. Seules les fibres AS et C sont des nocicepteurs. Les 
fibres A8 sont responsables de la premiere douleur alors que la deuxieme douleur est 
sous influence des fibres C. 
Source - Adapte de JULIUS, D., et BASBAUM, A., Molecular mechanisms of 
nociception, Nature, Vol 413 (2001) p. 204 
La perception de la douleur est le produit de 1'activation de fibres nerveuses 
sensorielles peripheriques, les nocicepteurs, qui pergoivent les stimuli nociceptifs. 
(WILLIS et WESTLUND, 1997). Ces fibres sont principalement des terminaisons 
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libres amy£linis6es, ramifiees et dispersees dans tout le corps a l'exception du 
cerveau. En fait, les nocicepteurs grace a leurs recepteurs r£agissent seulement aux 
stimuli pouvant endommager les tissus, done ils sont responsables de la detection de 
la douleur. 
Au niveau peripherique, les fibres sont impliquees dans la douleur de fa?on directe 
ou indirecte (LE BARS et ADAM, 2002). Les fibres Aap ont la p rop r i a 
d'acheminer rapidement l'influx nerveux, car elles sont myelinisees et de grand 
diam^tre (Figure 1) (JULIUS et BASBAUM, 2001, PRICE et MCHAFFIE, 1988). 
Ces fibres portent en leur extremite de terminaisons libres appeiees 
mecanorecepteurs impliquees dans la sensation du toucher et de la proprioception, 
done ce sont des fibres afferentes non nociceptives. Elles peuvent conduire Pinflux 
nerveux lors des situations ou la theorie du portillon est activee. Dans cette situation 
ces fibres agissent sur la modulation de 1'information nociceptive (JULIUS et 
BASBAUM, 2001, PRICE et MCHAFFIE, 1988). 
Les fibres qui nous interessent dans ce memoire sont les fibres A5 et C. Les fibres A8 
myelinises sont de plus petit diam^tre que les fibres Aap (Figure 1). De plus, elles 
conduisent relativement rapidement l'influx qui est g£ner£ au niveau de leurs 
terminaisons libres (Figure 1). Ces fibres sont sensibles aux piqures et aux 
pincements (mecanorecepteurs). Elles sont aussi sensibles aux stimuli thermiques et 
chimiques (recepteurs polymodaux) (LE BARS et ADAM, 2002, HUNT et 
MANTYH, 2001). 
Les fibres C, tout comme les fibres A8, sont directement impliquees dans la 
perception de la douleur (OCHOA et TOREBJORK, 1989). Les fibres C sont 
amyeiinis6es, de petit diam£tre et ont une vitesse de conduction plutot lente (Figure 
1). Ces fibres ont en leur extremite des terminaisons libres qualifies de recepteurs 
polymodaux qui jouent un role dans la detection de l'intensite des stimuli nociceptifs. 
Les fibres A5 et C sont responsables d'une sensation douloureuse en deux Stapes 
(MCMAHON et KOLTZENBURG, 2006). 
D'abord, la premiere douleur, comme mentionne precedemment, est acheminee suite 
a 1'activation des fibres AS (Figure 1) (RENN et DORSEY, 2005). II s'agit d'une 
douleur brdve, rapide et bien localis^e. Une injection lors du test k la formaline, test 
comportemental utilise dans ce present projet, ou un stimulus thermique, comme une 
chaleur radiante utilis^e lors du test plantaire, sont des exemples ou l'influx nerveux 
nociceptif est achemine par ces fibres. 
En second lieu, les fibres C sont activees lors d'une douleur diffuse et lente (Figure 
1A). (HUNT et MANTYH, 2001, MCMAHON et KOLTZENBURG, 2006). Ces 
fibres sont gendralement activees lors d'une brulure ou dans la phase dite 
inflammatoire lors d'un test h la formaline. 
Lorsque les tissus sont l^sds, les substances liberies activent les nocicepteurs. 
Prenons l'exemple d'une douleur provenant d'une source radiante thermique et qui 
sera un des types de douleur induite dans la pr£sente etude; cette situation provoque 
un rougissement de la peau ainsi que plusieurs reactions d'origine inflammatoire. 
Suite a cette lesion tissulaire, des agents chimiques sont lib£r£s provoquant la 
d£charge des terminaisons nerveuses impliquees dans la douleur (LE BARS et 
ADAM, 2002, JULIUS et BASBAUM, 2001). La bradykinine, l'histamine, la 
s£rotonine (5-ht), les ions hydrogene, l'ad£nosine triphosphate (ATP) et les 
prostaglandines en sont des exemples. Lorsque la peau est l£see, une vasodilation 
locale est responsable du rougissement et du gonflement (Figure 2). Au niveau du 
site endommage, la sensibilite a des stimuli douloureux est plus prononcee 
qu'initialement, correspondant a 1'hyperalgesie primaire. L'hyperalgesie secondaire 
correspond plutot a la sensibility augmentee hors du tissu lese, mais dans la region 
recouverte par l'erytheme (LE BARS et ADAM, 2002, JULIUS et BASBAUM, 
2001). 
Figure 2. Activation des nocicepteurs. Suite a un dommage tissulaire, la relfiche 
des mediateurs de 1'inflammation active les nocicepteurs. 
1.2.2 Transmission de I'influx nerveux: de la moelle epiniere aux centres superieurs 
Aim d'acheminer les informations douloureuses vers les centres superieurs, les fibres 
nociceptives A8 et C, qui constituent un ensemble d'afferences dites primaires, 
entrant au niveau du tractus de Lissauer et font synapse prds de leur site d'entree au 
niveau des laminae I, II et V de la come dorsale de la moelle dpiniere avec un 
deuxieme neurone (MAXWELL et RETHELYI, 1987, WILLIS et COGGESHALL, 
1991) (Figure 3). Ce neurone, de deuxieme ordre, croise la ligne mediane et se dirige 
vers la formation reticulee et le thalamus par les faisceaux spinothalamique et 
Source - Adapte des notes de cours, Neurosciences, biologie medicale, UQTR, 
2005 
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spinoreticulaire (Figure 3). La principale voie est celle dite spinothalamique et son 
implication porte sur 1'aspect sensori-discriminatif, plus exactement sur la distinction 
entre le type de douleur implique et sa localisation (HUNT et MANTYH, 2001, 
MCMAHON et KOLTZENBURG, 2006). La voie spino-parabrachiale est une 
seconde voie pouvant etre impliquee afin d'acheminer 1'information douloureuse 
vers les centres sup^rieurs. Elle est responsable de 1'aspect sensori-affectif debutant a 
la laminae I de la moelle £pini£re et se terminant au niveau de Taire parabrachiale et 
de la SGPA (BESTER et al., 2000, DOYLE et HUNT, 1999a, DOYLE et HUNT, 
1999b). Une troisteme voie dite spinoreticulaire origine de la laminae V et achemine 
1'information jusqu'a la formation reticul£e et les noyaux thalamiques (HUNT et 
MANTYH, 2001, MARCHAND, 1998). Ensuite, celle-ci est dirig^e vers le cortex 
frontal et le systeme limbique via un neurone de troisidme ordre. Lorsque 
1'information parvient au niveau des centres sup£rieurs, des mecanismes endogenes 
s'activent afin de moduler la douleur en rdiponse aux stimuli nociceptifs. 
Figure 3. Voies ascendantes de la douleur. Un stimulus nociceptif provenant de la 
peripherie est transforme en influx nerveux par les fibres nociceptives A8 et C et 
acheniin£ vers les centres superieurs en passant par la SGPA, le thalamus et le 
cortex. 
Source - Adapts des notes de cours, Neurosciences, biologie m6dicale, UQTR, 
2005 
1.3 Modulation de la douleur: mecanismes endogenes 
II existe plusieurs types de mecanismes endog&ies impliques dans la modulation de 
la douleur. En effet, au niveau medullaire, il existe un systeme de controle nomme 
theorie du portillon qui regule Finflux afferent (Figure 4). Cependant, lors de 
stimulations nociceptives qui sont acheminees au niveau supraspinal il y a plutot 
activation des controles inhibiteurs diffus nociceptifs (CIDN). Ce systeme inhibiteur 
descendant au niveau du SNC implique diverses regions specifiques telles que la 
SGPA et le noyau raphe magnus (NRM). Les centres superieurs peuvent aussi 
moduler la douleur cependant, ils ne seront pas decrits dans ce present memoire. 
1.3.1 Au niveau de la moelle epiniere 
1.3.1.1 La theorie du portillon 
La theorie du portillon a ete eiaboree par Melzack et Wall dans les annees 60 
(MELZACK et WALL, 1965). Elle stipule qu'un neurone de projection au niveau de 
la corne dorsale (les laminae I et V) de la moelle epiniere, est inhibe par les fibres 
non nociceptives Aap (Figure 4). Ces fibres inhibent la depolarisation du neurone de 
projection primaire en activant un interneurone inhibiteur de la couche II. Le neurone 
de projection primaire peut recevoir un influx excitateur des fibres nociceptives A5 et 
C. Ces fibres activent le neurone de projection, en plus d'inhiber l'interneurone 
inhibiteur de la couche II prealablement active par les fibres non nociceptives Aap. 
En resume, lorsque les fibres non nociceptives Aap sont recrutees de fafon plus 
importante, ces derni£res ferment les portes de la transmission de la douleur au 
niveau central. Le contraire se produit lorsque ce sont les fibres nociceptives qui sont 
recrutees. 
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Figure 4. La theorie du portillon. Lors d'une stimulation des fibres de gros 
diametre (fibre AP), il y a activation d'un interneurone inhibiteur de la substance 
gelatineuse (couche II de la moelle epiniere) qui regule negativement 1'activation du 
neurone de projection. Ce neurone est responsable de diriger l'influx nerveux a la 
premiere cellule de transmission du systeme nerveux central. Lorsque les fibres de 
petit diametre sont activees (A5 et C), le neurone de projection est fortement active et 
1'information douloureuse se rend aux centres superieurs. 
Source - Adapte du site internet: www.jle.com 
La theorie du portillon a conduit aux developpements des appareils TENS 
(transcutaneous electrical nerve stimulation). Ces appareils utilises en clinique, sont 
destines a soulager la douleur et relaxer les muscles a l'aide d'un courant electrique 
de faibles tensions transmis aux nerfs par des electrodes installees sin- la peau. Le 
courant electrique envoye aux nerfs contribue a bloquer le passage de 1'information 
douloureuse vers le cerveau. Le portillon se ferme done, entre la moelle epiniere et le 
nerf. 
1.3.2 Au niveau du tronc cerebral 
Fondamentalement, le SNC est essentiellement compose de six parties : la moelle 
epiniere, le bulbe rachidien (le myelencephale), le cervelet (le metencephale), le 
mesencephale, le diencephale ainsi que les hemispheres cerebraux (telencephale) 
(Figure 5). 
Figure 5. Organisation structurelle du SNC. Les regions du SNC. 
Source - Adapte du site internet: 
http://ici.cegep-ste-foy.qc.ca/profs/sparadis/images/snc2.pdf 
Le SNC debute par la moelle epiniere et est responsable de connecter les neurones 
afferents et efferents du systeme nerveux peripherique avec le cerveau. Ce dernier, 
comme mentionne precedemment, realise le traitement superieur de l'information 
ainsi que le controle executif. 
De plus, anatomiquement, a la base du cerveau est situe le bulbe rachidien ou 
medulla oblongata qui correspond a la continuation de la moelle epiniere et constitue 
Mewicephsl? 
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la premiere partie du tronc cerebral (Figure 5). Cette structure indirectement 
impliqu^e dans le stress nous interesse tout particulierement puisque le RVM et ses 
divers noyaux incluant le NRM sont impliqu£s dans le CIDN et sont localises dans 
cette structure. 
1.3.2.1 Controle inhibiteur diffus nociceptif (CIDN) 
Contrairement a la theorie du portillon, le CIDN ne se limite pas h moduler la 
douleur au niveau spinal. Les voies descendantes ont comme role d'inhiber l'activite 
des neurones nociceptifs de la corne dorsale de la moelle epiniere. Lorsque 
1'information douloureuse parvient aux centres sup^rieurs, il y a activation du CIDN 
(Figure 6). L'information est alors dirig6e vers le tronc c£r£bral et le thalamus. Les 
neurones de la SGPA du m£senc6phale sont alors actives et se projettent vers les 
neurones de la corne dorsale de la moelle 6pini6re, des neurones du NRM et aussi 
vers certains noyaux de l'aire parabrachiale dont les groupes de neurones 
noradr&iergiques A5 et A7 du locus coeruleus (LC) (ABOLS et BASBAUM, 1981, 
CAMERON et al., 1995, CAMERON et al., 1995, CANNON et SEYLE, 1936). Au 
niveau du NRM, il y a plutot presence de neurones de type s^rotoninergiques. Les 
fibres noradr^nergiques et serotoninergiques inhibent directement ou indirectement 
les neurones de la corne dorsale de la moelle 6pini6re en projetant vers les laminae I, 
II et V. Au niveau de ces laminae, ce sont les liberations de noradrenaline (NA) et de 
5-ht, suite a l'activation du CIDN, qui activent respectivement les recepteurs a l , a2, 
5HTla et 5HT3. II y a alors inhibition directe des neurones aff^rents nociceptifs par 
le biais d'interneurones enkephalinergiques. L'inhibition de 1'information 
douloureuse peut s'executer par le biais de neurones noradrenergique du LC et 
d'autres noyaux du bulbe rachidien comme la RVM. Ces fibres descendantes 
inhibent directement les influx des neurones des laminae I et V ou bloquent 
1'information douloureuse en excitant des interneurones opioi'dergiques. Par 
activation de ces interneurones inhibiteurs, il y a relache d'enkephaline ou de 
dynorphine qui inhibe le neurone de projection de fa?on directe en impliquant les 
recepteurs opioi'dergiques |i et de fa?on indirecte en diminuant la relache de 
neurotransmetteurs comme le glutamate et la substance P. 
Egalement, les systemes inhibiteurs tels que le CIDN ne sont pas matures des la 
naissance. En fait, le premier systeme inhibiteur impliquant les opioi'des apparait vers 
la 12e semaine de grossesse chez l'humain et doit maturer apres la naissance. II a ete 
demontr£ que 1'activation 61ectrique de la SGPA ne produit pas d'analg^sie avant 
l'age de 21 jours chez le rat (VAN PRAAG et FRENK., 1991). Par consequent, la 
vitesse de conduction des influx nerveux peut etre ralentie et la reponse suite k un 
stimulus douloureux peut ne pas toujours etre appropriee comme chez les adultes. 
r 
f t ! 
Figure 6. Mecanismes modulateurs de la douleur dans le SNC. Les affSrences 
nociceptives peuvent etre modules par: (1) la theorie du portillon, (2) le CIDN et 
(3) par les centres superieurs. Le CIDN inhibe directement les neurones de projection 
ou indirectement par des interneurones de la corne dorsale de la moelle 6pini6re 
Source - Adaptd de MARCHAND, S., Le phenomene de la douleur, 
Chenelidre/McGraw-Hill, Montreal, 1998, p 92. 
La physiologie de la douleur et le stress dans son ensemble impliquent plusieurs 
structures du SNC. La douleur est un stress pour l'organisme et elle peut declencher 
la reponse au stress en question (PIGNATELLI et al., 1998). Cette reponse implique 
l'axe hypothalamo-hypophysaire surrenalien (HHS) (PIGNATELLI et al., 1998). 
2. Le Stress 
La vie nous confironte a d'innombrables situations autant r6p6titives que nouvelles et 
l'organisme doit s'y adapter pour son propre bien-etre. Lorsque le mecanisme 
d'adaptation se deregle, un 6tat pathologique peut apparaitre. Un etat d'alerte 
n^cessitant une demande accrue d'energie pour etre maitrise survient correspondant 
au stress. Ce dernier represente une reaction normale de Torganisme cependant 
lorsque le stress se prolonge ou devient trop intense, il peut susciter des troubles non 
negligeables autant sur le plan psychologique que physique (ALLEN, 1983). 
Selon le concept g6n6ral d'adaptation dtabli au 20e siecle par W.B. Cannon et H.A. 
Selye, le stress est « une cascade de reactions nerveuses et hormonales afin de 
declencher le mecanisme de survie lors d'expositions a des agents stresseurs» 
(CANNON et SEYLE, 1936). 
2.1 Generalites 
A premiere vue, le stress peut sembler se limiter k une reaction de survie de 
l'organisme, soit la fuite ou l'attaque, suite a un agent stresseur. Pourtant, il ne se 
limite pas seulement a l'activation du systeme nerveux sympathique. II correspond 
plut6t a une sdrie de reactions physiologiques complexes qui mettent en jeu les 
equilibres fondamentaux de l'organisme. D'ailleurs, trois systemes sont impliques 
dans la physiologie du stress : le SNC (plus particulierement le systeme nerveux 
autonome, SNA), le systeme endocrinien et le systeme immunitaire. Puisque le 
systeme immunitaire est impliqu^ principalement dans la phase pathologique du 
stress, le SNC et le systeme endocrinien seront privileges dans ce present m^moire. 
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2.2 Systeme nerveux central (SNC) 
Le premier systeme implique dans la physiologie du stress, et qui se superpose 
egalement a de maintes zones associees a la douleur, est le SNC. Ce dernier est 
complexe et il est primordial d'identifier certaines structures qui s'y rattachent afin 
de cerner les structures superposant le stress et la douleur. 
La region impliquee directement dans le stress et la douleur regroupe l'hypothalamus 
et le thalamus. Cette region qui est commun&nent appelee le noyau central du 
cerveau represente le diencephale (Figure 7). 
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Figure 7. Le diencephale. 11 comporte Phypothalamus, le sous-thalamus, 
I'epithalamus et le thalamus. 
Source- Adapt* de PAGE C.P., WALKER M.J., SUTTER M.C. et 
HOFFMAN B.B. Pharmacologic integree, lere edition, DeBoeck 
University, Paris, 1999, p.99 
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L'hypothalamus (Figure 8) est situe a la base du diencephale et est responsable des 
fonctions homeostasiques. II integre des informations en provenance du cerveau 
anterieur, de la moelle epiniere, du tronc cerebral et du systeme endocrinien. 
Pituitary gland — 
Figure 8. L'hypothalamus. Cette structure est responsable de l'homeostasie de 
l'organisme. 
Source - Adapte du site internet: 
http://assets.aaip.Org/exteraal_sites/adam/html/2/19239.html 
II forme le plancher ainsi que les parois ventrales du troisi&me ventricule. II est reli6 
a l'hypophyse par la tige infundibulaire et comprend de nombreux noyaux dont 
chacun a des roles bien precis. Ces noyaux sont divis6s en trois regions : 
p6riventriculaire, mediane et laterale (Figure 9). II est egalement possible de les 
classer selon l'axe anteroposterieur: anterieure, tub6rienne et posterieure. 
Paraventricular nucleus 
(Water Salanua/ Stress) 
Medial Peroptic 
(Blood Pressure) 
Anterior Hypothalamic 
araa (Body Temperature) 
nucleus 
(Water Balance) 
Optic nerve 
Optic chiasm 
anterior 
Posterior tiysoihatomic 
a r e a (Shivering) 
OortomMM 
nwcleua <0i Tract) 
nucleus { S a t i e t y ) 
a^romlltary 
(Feeding) 
Figure 9. Anatomie fonctionnelle: Les noyaux de {'hypothalamus. Ces regions 
jouent un r61e cle dans la physiologie du stress, partieulierement le noyau 
paraventricular (NPV). 
Source - Adapte du site internet: 
www.thebrainwiki.com/pmwiki.php?n=Forebrain.Hypothalamus 
Le noyau qui nous intiresse tout partieulierement est le paraventriculaire (NPV). Ce 
noyau contient les cellules parvocellulaires et magnocellulaires. Les cellules 
parvocellulaires secrdtent le CRH (corticotropine releasing hormone) et modulent les 
influx neuro-v6getatifs (PACAK et a l , 1995, PALKOVITS et al., 1999). Les cellules 
magnocellulaires sont plutdt responsables de la secretion de vasopressine et 
d'ocytocine via l'hypophyse posterieure. Cette region est tout aussi importante dans 
la douleur et le stress. D'ailleurs, une etude a demontre qu'une lesion dans cette 
region entrame une diminution de l'analgesie liee au stress suite a une nage forcde en 
eau froide (TRUESDELL et BODNAR., 1987). 
Pour ce qui est du thalamus, e'est la plus grande partie du diencephale. II agit a titre 
de centre integrateur des informations sensitives afferentes et ce par le biais de ses 
noyaux interconnectes. L'information est ensuite dirigee vers le cortex cerebral afin 
d'etre dechiffr6e. 
2.2.1 Le systeme nerveux vegetatif 
Ce systeme implique la plupart des regions prealablement discutees tels que le 
systeme limbique et plus particulierement l'hypothalamus. Le systeme nerveux 
vegetatif est aussi appele le systeme nerveux autonome ou visceral. II exerce son 
controle sur les fonctions involontaires des fibres des muscles lisses, fibres 
musculaires cardiaques ainsi que sur les glandes. 
Ce systeme est divise en deux embranchements : le systeme nerveux sympathique et 
le systeme nerveux parasympathique. Le systeme nerveux sympathique est 
responsable de preparer les individus en situation extreme ou de derniere instance 
afin d'augmenter les chances de survie. Sous son activation, il y a relache par la 
medullosurr£nale de catecholamines plus prerisement 1'adrenaline et la NA. La 
relache de ces substances via une variete de synapses neuronales entrafrie une serie 
d'evenements dans plusieurs organes afin de preparer l'organisme aux rapides 
changements metaboliques et physiques. Le systeme nerveux sympathique est 
associe a la mobilisation et a la depense d'energie ou le processus metabolique est 
enclenche pour la preparation de l'organisme k reagir face au stress. 
Le systeme nerveux parasympathique a quant k lui une fonction anabolisante. II a 
pour but de restaurer l'energie depensee. II est associe a la conservation d'energie, la 
regeneration cellulaire et la relaxation. Ce systeme est domine principalement par le 
nerf vague lequel est influence par le tronc cerebral. 
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2.3 Le systeme endocrinien 
Le systeme endocrinien, en coordination avec le systeme nerveux, maintient la 
transmission d'informations entre differents tissus afin de permettre l'adaptation de 
l'organisme suite a differentes situations. II constitue une s£rie de glandes qui 
relachent dans la circulation des substances biochimiques appelees « hormones ». 
Les glandes impliquees dans la reponse au stress sont la glande hypophysaire et les 
glandes surrenales. Cependant, les structures jouant le plus grand role et ayant un 
impact direct sur la reponse au stress sont bien entendu les surrenales (Figure 10). 
2.3.1 Les glandes surrenales 
2.3.1.1 Anatomie et morphologie 
Les glandes surrenales constituent une petite masse de tissus tres vascularises en 
forme de croissant sur la partie superieure de chaque rein (Figure 10A). Elles sont 
composees de deux portions distinctes secretant des hormones ayant des fonctions 
tres differentes. L'exterieur de la glande s'appelle la corticosurrenale et comprend 
trois zones differentes (Figure 10B). La zone glomeruiee secrete les hormones 
mineralocorticoi'des. La zone fascicuiee est la zone mediane et elle est responsable 
de fabriquer les glucocortico'ides. La troisieme zone, qui est la plus profonde, 
s'appelle la zone reticuiee. Les androgenes sont fabriques chez l'humain dans cette 
zone ainsi que la progesterone dans une moindre mesure. (VINSON et al., 1994, 
AGUILERA., 1993). 
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Figure 10. Schema des glandes surrenales et morphologie des ses subdivisions. 
Elle est compose de la medullosurrenale et de la corticosurrenale. 
B) Adapte des notes de cours Endocrinologie mol6culaire U.Q.T.R 
2.3.1.2 Les hormones surrenaliennes 
2.3.1.2.1 Synthese 
Les hormones corticosurr&ialiennes sont des steroides divis6s en trois groupes 
prealablement mentionn6s (Figure 10B). Les glucocortico'ides sont represents par le 
Cortisol et la cortisone. Les mineralocorticoides, soit l'aldosterone, sont secretes par 
la zone glomerulee. Pour leur part, les androgynes sont l ibe l s par les cellules des 
zones fascicuiyes et retieulees. 
Source - A) Adapte du site internet: www.amessi.org 
II est h noter que les rongeurs ne synthytisent pas de Cortisol, car ils ne possedent pas 
I'enzyme P450C17 (17a-hydroxylase/l 7-20-lase) au niveau surrenalien. De ce fait, 
on retrouve le Cortisol chez l'humain et la corticosterone chez le rat. 
2.3.1.3 Les glucocorticoides 
Les glucocorticoides sont une famille d'agents biochimiques repr^sentes par le 
Cortisol (corticosterone chez les rongeurs). La fonction du Cortisol est de generer le 
glucose a travers la degradation des prolines en acides amines durant le processus 
de neoglucogen^se au niveau du foie et en source d'£nergie autant pour le SNC que 
les muscles durant l'exercice physique. Le Cortisol est Egalement implique dans les 
processus de lipolyse ou de la mobilisation des gras pour l'energie. 
2.3.1.3.1 Regulation des glucocorticoides et HHS 
La regulation des glucocorticoides est sous le controle d'une hormone hypothalamo-
hypophysaire que l'on nomme CRH ou corticoliberine. Cette hormone 
hypothalamique de 41 acides amines a £te caract£ris£e en 1981. Elle est synth^tisee 
par les neurones de la partie mddiane dont les corps cellulaires sont situ£s dans le 
NPV, dans le noyau central de l'amygdale, au niveau de la peau ainsi que dans la 
p£riph£rie des glandes surr^nales (VAUGHAN et al., VALE et al., 1981, BALE et 
al., 2004). Le CRH rejoint Imminence mediane via le systeme porte hypothalamo-
hypophysaire afin d'atteindre l'hypophyse ant6rieure et se fixe sur les recepteurs de 
la famille des GPCRs (recepteurs couples aux prolines G) nommes CRFR1 des 
cellules m£lanotropes et corticotropes du lobe anterieur. Suite a une s^rie de 
reactions subs^quentes, de petits peptides comme l'adr&iocorticotropine (ACTH) 
sont secretes. Le CRH est l'acteur cle pour la s£cr£tion d'ACTH. 
De fa?on gen^rale, l'ACTH est synth&isee par les cellules corticotrophes de 
l'hypophyse anterieure mais Egalement dans l'amygdale, le m6senc£phale ainsi que 
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dans les noyaux hypothalamiques. L'ACTH peut se lier a un recepteur de type 
GPCR, MC2, et agit principalement sur les cellules de la zone glomerulee et 
fasciculee afin d'engendrer la secretion de glucocorticoides (Figure 11). Ces derniers 
peuvent aussi exercer un retrocontrole negatif sur le CRH et l'AVP en inhibant la 
secretion d'ACTH autant au niveau hypothalamique qu'au niveau hypophysaire. 11 
existe aussi d'autres regions comme l'hippocampe, l'amygdale et le LC qui 
possedent des recepteurs aux corticosteroldes et qui peuvent exercer un retrocontrole 
negatif indirect. L'ACTH est la principale hormone pouvant controler la synthese et 
la liberation de Cortisol ou de corticosterone. 
Figure 11. Representation schematique de Faction d 'un stress. Resume du 
declenchement de la reponse via l'amygdale et Fhippocampe qui agissent sur 
Fhypothalamus et la formation reticul6e afin d'activer le systeme nerveux 
sympathique et les glandes surr^nales. Les neurones du systeme nerveux 
sympathique vont stimuler la medullosurrtnale afin de s6cr£ter de la NA. Le CRF 
(corticotropine releasing factor) quant h lui stimule l'adenohypophyse pour que cette 
derniere secrete de l'ACTH. L'ACTH va h son tour stimuler la cortieosurr&iale afin 
que le Cortisol soit secret^. 
Source - Adapts du site internet: www.edk.fr 
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La regulation de l'axe HHS peut etre influence par des facteurs exterieurs. A ce 
propos, il a ete demontre que les hormones steroi'diennes telles que la testosterone 
peuvent inhiber les fonctions de l'axe HHS alors que l'oestrogene augmente ces 
fonctions (HANDA et al., 1994). De plus, les glucocortico'ides suivent un rythme 
circadien. Les taux de glucocortico'ides plasmatiques sont eieves peu avant l'eveil et 
le taux le plus bas se situe durant les heures de repos. On remarque une inversion des 
periodes d'eveil chez les rongeurs. Les experimentations et les ponctions veineuses 
pour dosage de corticosterone sont done effectuees en consequence le matin. 
2.3.1.4 Les mineralocortico'ides 
La partie interne des surrenales s'appelle la medullosurrenale. Elle est composee de 
cellules chromaffmes. Ces cellules sont responsables de la synthese, du stockage et 
de la liberation des catecholamines. Les catecholamines comprennent l'adrenaline, la 
NA et la dopamine. La NA est le mediateur chimique libere par les neurones 
adrenergiques. L'adrenaline est une hormone synthetisee k partir de la NA. Cette 
hormone est secretee principalement par la surrenale en reponse au stress. 
Les effets physiologiques des catecholamines se font en se fixant a des recepteurs 
specifiques sur la membrane des cellules effectrices. Les recepteurs adrenergiques 
sont issus de la famille des GPCRs. II existe deux types de recepteurs pour 
l'adrenaline et la NA : a et p. Ces recepteurs sont sous-divises en al ,a2 et pi, 02. 
2.4 L 'axe HHS et la reponse au stress 
Selon le concept general d'adaptation, le stress se divise en trois stades. Le premier 
stade se nomme la phase d'alarme. Durant cette phase, il y a activation du SNA et 
implication de l'hypophyse anterieure ce qui engendre la secretion d'ACTH et par le 
fait meme, la secretion par le cortex surrenalien de glucocorticoides et 
mineralocorticoides. Bref, la phase d'alarme du stress correspond a la r^ponse 
immediate en reaction au stress. Si ce dernier persiste, l'organisme entre dans un etat 
de deuxi^me stade, la phase de resistance. II s'agit d'une phase dite d'adaptation, car 
l'organisme doit s'adapter a 1'element stresseur. Durant cette phase, la synthase et la 
liberation de glucocorticoides et catecholamines sont augmentees. Le troisieme stade 
est celui de Pepuisement. Au cours de cette periode, on voit apparaitre des 
symptomes et l'organisme se retrouve alors dans un etat de vulnerabilite et de stress 
chronique. Cette phase pathologique ne sera pas eiaboree, car dans ce memoire, nos 
experimentations visent plutot la premiere reponse et la phase de resistance. 
Afin de repondre au stress, il y a des afferences cholinergiques qui se projettent sur 
l'hypothalamus en provenance de certaines structures comme l'amygdale, 
l'hippocampe, le septum lateral et la lamina terminalis (RHODES et RUBIN., 1999). 
Ces voies peuvent etre des afferences directes ou indirectes. Les voies qui projettent 
sur l'aire preoptique mediane (MPAO) et sur le noyau supra-chiasmatique de 
l'hypothalamus sont des voies dites indirectes (RHODES et RUBIN., 1999). 
II existe des afferences adrenergiques qui proviennent du LC, du NTS et de l'aire 
adrenergique (Al) qui convergent vers le NPV et le noyau supra-optique (NSO) 
(Figure 12). 
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Figure 12. Representation schema tique die rinnervation primaire du NPV et du 
NSO. Ces innervations conduisent a la secretion de CRH et d'arginine-vasopressine 
(AVP). Les fleches en gras (rouges) representent les innervations cholinergiques 
directes qui se projettent sur l'hypo thalamus. Les filches en gras (noires) 
representent les innervations indirectes. On peut voir egalement avec les fldches 
pointillees, les influx adrenergiques majeurs en provenance du LC et du NTS qui se 
dirigent vers le NPV et NSO. 
Source - Adapts de RHODES, ME et RUBIN, R.T., Functional sex difference 
of central nervous system cholinergic systems, vasopressin and 
hypothalamic-pituitary-adrenal axis activity in mammals: a selective 
review, Brain Res. Rev., 30(1999), p. 143 
Au niveau du tronc cerebral, les catecholamines ont des implications dans la 
regulation des neurones du NPV. La protuberance porte des aff&rences de type 
adrenergiques (C1-C3) et noradrenergiques (Al et A2). Les neurones Al et CI 
resident dans la protuberance ventro-mediane (VLM). Les neurones C2 et A2 quant a 
eux se retrouvent au niveau du noyau du faisceau solitaire (NTS). 
La serotonine peut avoir des implications dans la reponse au stress. En fait, ce 
peptide au merae titre que F acetylcholine peut exciter les neurones CRH ainsi que le 
systeme LC/NA sympathique. Les influx serotoninergiques qui parviennent au NPV 
prennent origine des groupes cellulaires B7-B9 au niveau du tronc cerebral. 
Le systeme limbique est evidemment implique dans la regulation de l'axe HHS. En 
fait, le cortex prefrontal median (mCPF), l'hippocampe, l'amygdale et le septum 
lateral (SL) sont relies a la perception de 1'agent stresseur ainsi que dans plusieurs 
mecanismes en relation avec l'etat emotionnel, la cognition et la secretion de 
glucocorticoides. Les influx des neurones du SL, l'hippocampe et du mCPF jouent 
un role dans la regulation inhibitrice de l'axe HHS. 
2.4.1 Premiere reponse du SNA 
Lors d'une exposition a un agent stresseur, il en decoule une serie de reactions 
nerveuses ou hormonales ayant pour but de declencher le mecanisme de survie et les 
composantes centrales impliquant le LC et le systeme NA sympathique. En effet, le 
NPV secrete le CRH et l'arginine vasopressine (AVP) par les neurones CRH. Le 
CRH est dirige vers l'hypophyse anterieure par le systeme porte hypophysaire. 
Ensuite, 1'AVP est oriente vers l'hypophyse anterieure via les axones des neurones 
parvocellulaires et permet la secretion d'ACTH en association avec le CRH. L'AVP 
des cellules magnocellulaires se dirige vers l'hypophyse posterieure via les axones 
des neurones magnocellulaires. Aussi, l'activation du systeme nerveux sympathique 
induit la secretion d'adrenaline par les cellules chromafflnes ainsi que la relache de 
NA par les terminaisons nerveuses sympathiques. II y a egalement liberation de 
certains neuropeptides tels que la neurotensine (NT, principal peptide etudie au 
laboratoire), la somatostatine, la galanine, les enkephalines, le neuropeptide Y, ou 
encore la production de monoxyde d'azote et l'ATP. 
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En somme, les reactions face au stress ont comme objectif d'augmenter rapidement 
la circulation, favoriser. le catabolisme et reduire les activites non essentielles a la 
survie de l'organisme. 
2.4.2 La phase de resistance 
Lorsque le stress persiste, l'organisme se retrouve dans un etat abusif ce qui entraine 
des consequences n£fastes a long terme sur l'organisme. Les aires sensorielles 
re?oivent les informations en provenance du thalamus et du lobe temporal 
(responsable de 1'aspect m£moire, des rappels des experiences passees). Ces 
informations sont dirigees vers les aires specifiques du cortex cerebral. 
L'hypothalamus libere les hormones ou les neurotransmetteurs responsables de 
l'activation du systeme nerveux sympathique. Au niveau hormonal, la partie 
anterieure de l'hypophyse est sous controle hypothalamique par le biais de CRH ce 
qui entraine la liberation d'ACTH. Cette phase de resistance est une reaction a long 
terme et les hormones hypothalamiques tels que le CRH et le GnRH (gonadotropine 
releasing hormone) sont impliquees. Durant cette phase, l'ACTH stimule la 
corticosurenale afin de maintenir la secretion de Cortisol ou corticosterone. 
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3. La douleur et axe HHS 
La douleur est un stress pour l'organisme. Lorsqu'une douleur est ressentie, la 
reponse au stress est activee. Done, la reponse au stress implique bien entendu l'axe 
HHS, le systdme sympatho-adrenom£dullaire et le systeme nerveux sympathique 
(PIGNATELLI et al., 1998). 
Egalement, la literature d&nontre bien que le stress peut entrainer un effet 
analgesique sur la perception de la douleur (FILARETOV et al., 1996). Les acteurs 
responsables de cette analgesie sont l'axe HHS, qui module la reponse douloureuse 
au niveau du SNC, et aussi les mecanismes endogenes de la modulation de la 
douleur. 
3.1 La douleur et le stress au niveau du SNC 
Les influx nociceptifs peuvent atteindre le systeme hypothalamo-hypophysaire en 
empruntant la voie spinothalamique ou en activant les neurones 
cat£cholaminergiques ou non-catecholaminergiques du tronc cerebral (PACAK et 
PALKOVITS, 2001). En fait, les fibres nociceptives peuvent emprunter plusieurs 
trajets tels que la voie spinothalamique, spinor£ticulaire ou hypothalamique. La voie 
spinothalamique a son origine dans la moelle £pini£re et se projette au niveau des 
noyaux ventraux post6ro-lat6raux du thalamus. Ces derniers se projettent aux 
niveaux des aires corticales sensori-discriminatives. Les afferences hypothalamique 
ou spinor&iculaire projette directement les influx vers l'hypothalamus lateral puis au 
NPV (BURSTEIN et al., 1987). II est possible que certains influx nociceptifs 
achemin£s par les neurones cat£cholaminergiques au niveau du tronc cerebral 
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passent par le faisceau ventral ascendant vers l'hypothalamus. En somme, les 
afferences nociceptives sont tr£s importantes dans la reponse au stress puisque le 
NPV est implique (PACAK et PALKOVITS., 2001). 
Le NTS est lui aussi important dans la douleur et le stress. Cette region contient des 
groupes cellulaires noradrenergiques A2 et adrenergiques C2. II a ete demontr£ que 
des neurones nociceptifs se projettent au NTS (MENETREY et BASBAUM, 1987). 
Ces mSmes neurones peuvent se projeter vers la protuberance ventro-mediane, le LC 
et le NPV. Le LC est implique dans la douleur, car la voie spinoreticulothalamique 
peut acheminer 1'information douloureuse vers cette region. De plus, les neurones 
noradrenergiques du LC peuvent etre actives par le CRH (CHAPPELL et al., 1986, 
LECHNER et VALENTINO, 1999). D'ailleurs, suite k un stress douloureux, les taux 
de CRH au niveau du LC sont amplifies (CHAPPELL et al., 1986). 
3.1.1 Douleur induite par le test a la formaline 
II existe plusieurs tests comportementaux pour l'etude de la douleur. Le test k la 
formaline en fait partie et il est utilise dans ce present projet. Ce test induit une 
douleur tonique suite k un stimulus d'origine chimique. Ce test est utile dans les 
etudes du stress et de la douleur puisque la douleur induite par 1'injection de 
formaline entraine l'activation de plusieurs groupes de neurones adrenergiques CI et 
noradrenergiques Al au niveau de la protuberance ventro-mediane, du NTS, du LC, 
des noyaux parabrachiaux lateraux (PALKOVITS et al., 1995, PALKOVITS et al., 
1997, SENBA et al., 1993) et des neurones adrenergiques A5 et A7 (PALKOVITS et 
al., 1997). 
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La formaline active aussi des noyaux centraux et medians de l'amygdale. Elle induit 
aussi la sEcrEtion de NA dans le NPV par des groupes cellulaires 
catEcholaminergiques de type Al (PACAK et PALKOVITS., 2001). Bref, la NA 
augmente la secretion de CRH au niveau du NPV suite a une douleur induite par la 
formaline (PACAK et PALKOVITS., 2001). 
3.2 L 'analgesie liee au stress (SIA) 
Plusieurs Etudes demontrent que des stress intenses peuvent induire de l'analgesie. 
La secretion d'enkEphaline au niveau du SNC diminue la reponse au stress en 
diminuant l'Etendue de la reponse physiologique et Emotionnelle (CHROUSOS et 
GOLD, 1992). Ce phEnomEne peut s'accomplir au niveau du NPV par une 
innervation enkEphalinergique qui prend son origine dans la region de l'aire 
preoptique mediane (MPOA), de l'hypothalamus dorso-median, du noyau arque et de 
la VLM. En plus des peptides enkephalinergiques, la NT est impliquee dans le SIA. 
Son importance dans ce phEnomEne nous interesse tout particulierement. 
Initialement, le SIA Etait per^u comme une forme d'activation du systEme 
opioi'dergique endogene (MADDEN et al., 1977). Avec les annEes, des Etudes ont 
dEmontrE que certains types de stress engendraient une rEponse douloureuse qui 
n'etait pas bloquEe par la naloxone (antagoniste opioi'dergique) (LEWIS et al., 1980, 
HAYES et al., 1978). En fait, le type de SIA obtenu est en relation directe avec son 
intensity. Des Etudes ont demontre que l'injection de NT dans le ventricule latEral 
produit une analgEsie indEpendante des voies opioi'dergiques (CLINESCHMIDT et 
al., 1979). D'autres Etudes ont dEmontrE que des microinjections de la NT dans la 
SGPA produisent une forte analgEsie prolongEe de type non opioi'dergique 
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(BEHBEHANI et PERT, 1984, KALIVAS et al., 1982, DUBUC et al., 1999, 
TYLER et al., 1998, TYLER-MCMAHON et al., 2000). 
II existe deux patrons de reponses antinociceptives suite k un stress. Un stress de 
faible intensity induit un SIA de type opio'idergique et est medie par des circuits 
modulateurs descendants impliquant l'amygdale, la SGPA et le RVM (FANSELOW, 
1980, HELMSTETTER et BELLGOWAN, 1993, HELMSTETTER et LANDEIRA-
FERNANDEZ, 1990, ROSSI et al., 1994). Un SIA de forte intensity comme une 
nage forcee en eau froide est de type non-opioi'dergique (r£cepteur ji-opioidergique-
ind£pendant). Ce type d'analgesie est m£di£e par des circuits tels que l'MPOA, l'HL 
et la SGPA (LEWIS et al., 1980, MOGIL et al., 1996, SETA et al., 2001). Plusieurs 
Etudes d£montrent 1'implication directe de la NT dans ces deux types de SIA; soit de 
type non opio'idergique (SETA et al., 2001) et opio'idergique (TERSHNER et 
HELMSTETTER, 2000). D'ailleurs, des etudes anatomiques utilisant des techniques 
immunohistochimiques ont etabli que les neurones neurotensinergiques sont presents 
dans plusieurs regions hypothalamiques poss£dant des projections directes avec la 
SGPA (KALIVAS et al., 1982, RIZVI et al., 1992). L'HL et l'MPOA sont des 
regions d'interet pouvant etre impliquees dans la modulation de la douleur 
(AIMONE et al., 1987, AIMONE et al., 1988, CARR et COONS., 1982, CARR et 
BAK, 1987, DAFNY et al., 1996, FRANCO et PRADO, 1996, FUCHS et COX, 
1993, LOPEZ et COX, 1992, LOPEZ et al., 1991). 
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4. Neurotensine 
Comme mentionne precedemment, il y a des evidences que la NT est impliquee dans 
le SIA. En fait, la NT est un peptide de 13 acides amines retrouve principalement au 
niveau du SNC et au niveau du tractus gastro-intestinal ayant des proprietes 
analgesiques; les 6 derniers acides amines sont indispensables a son activite 
fonctionnelle (Figure 13). Ce peptide de 1674 Da ne passe pas la barridre hemato-
encephalique (BHE) et a ete extrait de l'hypothalamus bovin (CARRAWAY et 
LEEMAN, 1976). Le spectre d'effets pharmacologiques de la NT est autant au 
niveau du SNC qu'au niveau peripherique. Elle est impliquee dans le contrSle de 
nombreuses fonctions physiologiques importantes au niveau central telles que la 
pression arterielle, la thermoregulation et la nociception. Au niveau p6ripherique, elle 
est impliquee dans le systeme digestif et cardiovasculaire. Elle peut aussi jouer un 
r61e trophique au niveau du colon humain, du pancreas, de la prostate, ainsi que dans 
les lign6es cellulaires du cancer du poumon (VINCENT et al., 1999). Bref, la NT est 
renomm£e pour avoir de nombreux effets pharmacologiques autant au niveau du 
systeme nerveux central que peripherique puisque qu'elle est exprimee & ces deux 
niveaux. 
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Figure 13. Structure primaire de la NT. Elle est form£e de 13 acides amines dont 
la partie C terminale (en rouge) correspond aux 6 acides amines responsables de 
1'activite fonctionnelle du peptide. 
Source - Tire du site internet: www.123bio.net/revues/nzsurger/figl_2.html 
4.1 Synthese 
La NT provient d'un prEcurseur : la pro-neurotensine (Figure 14). La neuromEdine N 
(NN) origine egalement de ce precurseur. La pro-neurotensine est une proteine de 
170 acides amines chez le chien (DOBNER, 2006, DOBNER et al., 1987) et 120 
acides amines chez l'homme (BEAN et al., 1992, BEAN et al., 1992). Chez toutes 
les espdces, la sequence carboxy-terminale composEe de NT et NN est tres 
conservee. Un peptide signal est present en N-terminal contenant 22 acides amines ce 
qui permet la translocation des peptides dans la voie r£gul£e de secretion. II est 
interessant de noter que des doublets dibasiques englobent les sequences de la NT et 
de la NN. A ce sujet, la maturation du precurseur s'effectue lorsque les doublets 
basiques Arginine-Lysine (KITABGI, 2006, ROSTENE et ALEXANDER, 1997, 
ROSTENE et ALEXANDER, 1997, KITABGI, 2006) de chaque cote des peptides 
sont clives. Ces clivages s'effectuent sous Taction de prohormones convertases 
specifiques. L'eiimination de ces prohormones convertases se fait ensuite par la 
carboxypeptidase E (STEINER et al., 1992). Le peptide, suite a sa synthase, est 
stocke dans les granules denses de secretion. 
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Figure 14. Maturation du gene de la NT. Apres le clivage d'acides amines par les 
prohormones convertases, la NT et la NN sont relaches pouvant ainsi aller remplir 
leurs differents roles physiologiques. 
Source - Adapte de Sarret P, Beaudet A: Neurotensin receptors in the central 
nervous system. Handbook of chemical neuroanatomy 2003, Vol. 20. 
Peptide Receptors, Part II. Amsterdam: Elsevier:323-400. 
4.2 Localisation de la NT au niveau du SNC 
La NT est localisee dans les granules de secretion denses a l'interieur des neurones 
(BAYER et al., 1991, BISSETTE et NEMEROFF, 1995). Dependamment des 
regions, la NT peut se retrouver dans les corps cellulaires et au niveau des 
terminaisons nerveuses. La NT est naturellement presente aux endroits ou elle a des 
implications pharmacologiques. Au niveau central, elle est presente dans des noyaux 
impliques dans le controle de la douleur tels que le NRM, la SGPA, l'aire preoptique 
et la substance gelatineuse de la moelle epiniere (Figure 15B). Au niveau de la 
moelle epiniere, la NT est localisee en plus forte concentration dans les laminae I et 
II de la corne dorsale (Figure 15A). Comme mentionne precedemment, certaines 
afferences primaires se projettent a cet endroit (JENNES et al., 1982, SEYBOLD et 
ELDE, 1980, SEYBOLD et ELDE, 1980, SEYBOLD et ELDE, 1982). La presence 
de la NT a ete aussi demontree dans des regions impliquees dans le stress soit le 
NTS, la formation reticulee, le striatum, 1'hypothalamus, le cortex prefrontal et 
Fhippocampe (Figure 15B) (BEITZ, 1982, CASTEL et al., 1993, GOEDERT et al., 
1984, INAGAKI et al., 1983, INAGAKI et al., 1983, ROBERTS et al., 1981, 
GOEDERT et al., 1985). 
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Figure 15. Localisation de la NT au niveau du SNC. La NT est principalement 
presente dans les noyaux impliques dans le contr61e de la douleur. Au niveau spinal, 
la NT est presente en plus forte concentration proteique au niveau des laminae I et II 
(rouge). La NT est egalement presente dans toutes les autres laminae de la moelle 
epiniere. 
Source - A) Adapte du site internet: 
http://www.123bio.net/revues/nzsurger/tabl_2.html 
B) Adapte du site, http://www.123bio.net/revues/nzsurger/fig6_2.html 
4.3 Colocalisation de la NT avec d 'autres neuropeptides au niveau du SNC 
La NT peut avoir des effets conjugues en etant colocalisee avec d'autres 
neurotransmetteurs. Par exemple, elle peut etre presente dans des aires riches en 
neurones catecholaminergiques. On peut noter la presence de NT dans le NTS ou elle 
est associee aux neurones adrenergiques et noradrenergiques (HOKFELT et al., 
1984). Elle est Egalement colocalis^e avec les neurones dopaminergiques dans le 
mesencephale, la substance noire, l'aire tegmentale ventrale, l'hypothalamus et au 
niveau du noyau arque (MERCHANT et al., 1992a, MERCHANT et al., 1992b). Les 
plus documentees de ces colocalisations sont celles avec les neurones 
s^rotoninergiques et dopaminergiques. 
4.3.1 Colocalisation serotoninergique 
Ces types de neurones sont impliques principalement dans le controle de la 
modulation de la douleur dans le tronc c£r£bral (MESSING et LYTLE, 1977). En 
effet, ils sont situes principalement au niveau du NRM (Figure 16). Les corps 
cellulaires des neurones neurotensinergiques se retrouvent dans la partie plutot 
rostrale de ce noyau. On retrouve aussi des terminaisons et des fibres NT dans la 
majority de cette region du tronc c£r£bral (JOLAS et AGHAJANIAN, 1997). 
4.3.2 Colocalisation dopaminergique 
Les neurones NT sont aussi observes dans les memes aires que les neurones 
dopaminergiques soit au niveau du m£senc£phale (substance noire, l'aire ventro-
tegmentaire (AVT et SGPA)) (JENNES et al., 1982, UHL, 1982, UHL et al., 1977). 
Cette colocalisation est presente dans les regions telles que le striatum et le 
dienc^phale (BINDER et al., 2001) (Figure 16). La presence de la NT dans les 
neurones dopaminergiques nous porte a croire que la NT peut moduler le systeme 
dopaminergique (PINNOCK, 1985, MERCURI et al., 1993, FARKAS et al., 1996, 
LEGAULT et al., 2002). 
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Figure 16. Colocalisations neurotensinergiques. La NT est colocalisee avec les 
neurones dopaminergiques (fleches noires) et les neurones serotoninergiques (fleches 
grises). La colocalisation NT/5-ht se situe principalement au niveau du tronc 
cerebral. La colocalisation NT/Dopamine ou les neurones NT sont exprimes en plus 
forte quantite (en rouge) sont les regions de l'hypothalamus, amygdale et l'aire 
ventrale tegmentaire. 
Source - Adapte de Vincent et al., Neurotensin receptors :binding properties, 
transduction pathways, Cell. Mol. Neurobiol, 5(1995), p 501-12 
4.4 Ontogenie de la NT 
II y a des Evidences demontrant que la NT apparait des le 16,4mc jour de vie 
embryonnaire chez le rat au niveau du bulbe olfactif, du cortex piriforme et dans les 
noyaux de l'amygdale (HARA et al., 1982). D'ailleurs, puisque la NT est prdsente 
bien avant les connections synaptiques, nous pouvons supposer que la NT a un role a 
jouer dans le developpement et la modulation du SNA. 
4.5 Les recepteurs de la NT 
Les effets centraux de la NT sont medies par Factivation de ses recepteurs. La NT se 
lie a trois types de recepteurs : NTS1, NTS2 et NTS3. Les deux premiers sont des 
recepteurs possedant 7 domaines transmembranaires et faisant partie de la famille des 
GPCRs (Figure 17). 
Les recepteurs NTS1 et NTS2 sont les plus impliques dans la majorite des effets 
centraux et peripheriques de la NT. Des evidences le demontrent pour les 
implications dans le systeme digestif, la thermoregulation et la douleur. Pour ce 
present memoire, seulement les recepteurs NTS1 et NTS2 sont interessants pour les 
implications dans le stress et la douleur. D'ailleurs, les implications du recepteur 
NTS3 sont peu connues dans la douleur et ne seront pas discutees dans ce manuscrit. 
Figure 17. Representation schematique des recepteurs neurotensinergiques 
NTS1 et NTS2. Ces recepteurs similaires l'un k 1'autre comportent trois domaines 
transmembranaires et sont issus de la famille des GPCRs. 
Source - Modifie du site internet: 
4.5.1 Le recepteur NTS 1 
Au debut des annees 90, le premier recepteur de la NT a ete caracterise et clone a 
partir d'une banque d'ADN complementaire chez le rat et l'humain (TANAKA et al., 
1990, VINCENT, 1995, VITA et al., 1993). Ce recepteur a une structure primaire de 
http://www.123bio.net/revues/nzsurger/figl7_2.html 
424 acides amines chez le rat et 418 acides amines chez Phumain (TYLER-
MCMAHON et al., 2000, TANAKA et al., 1990). L'homologie de ce recepteur entre 
ces deux especes est de 84%. Le poids moleculaire est de 47 kDa (VINCENT et al., 
1999). Aussi, il est present des la naissance chez le rat, la souris, le lapin et Phumain 
(SARRET et BEAUDET, 2003). 
Le recepteur NTS1 est un recepteur a haute affmite de la NT, car son affinity pour le 
peptide est de 0.1-0.3nM. Cette affinity est 10 fois superieure k celle du recepteur 
NTS2 pour le ligand peptidique (VINCENT et al., 1999, TANAKA et al., 1990, 
CHALON et al., 1996). L'antagoniste non peptidique SR48692 qui lie 
preference llement le recepteur NTS1 a ete tres utile pour eiucider les fonctionnalites 
de ce recepteur (ROSTENE et ALEXANDER, 1997, GUILLY et al., 1993). En fait, 
il y a des Evidences que les effets centraux et peripheriques de la NT sont bloques par 
cet antagoniste. Cette implication du recepteur NTS1 est d'ailleurs connue pour etre 
mediae via l'activation de la phospholipase C avec augmentation de la relache de 
calcium et l'activation de la proteine kinase C (PKC) (ROSTENE et ALEXANDER, 
1997). Plus pr£cis6ment, ce recepteur est couple principalement a la proteine Gq/11. 
Ceci induit l'activation de la phospholipase C (KITABGI, 2002). II peut Egalement 
etre couple k la proline Gi/o resultant soit de l'activation de la phospholipase A2 ou 
l'inhibition de 1'adenylate cyclase. De plus, il est possible qu'il soit couple k la 
proteine Gs et par consequent qu'il active l'adenylate cyclase (GAILLY et al., 2000, 
YAMADA et al., 1994). 
L'association de la NT a son recepteur NTS1 provoque l'internalisation du 
complexe ligand-recepteur et par la suite le recepteur est degrade dans les lysosomes. 
La NT est alors acheminee par les endosomes vers l'appareil de golgi pour le 
recyclage (VANDENBULCKE et al., 2000). 
Plusieurs etudes in vivo et in vitro ont demontre le role de la NT au niveau du SNC 
et il a ^ clairement etabli que NTS1 regule les fonctions dopaminergiques autant 
dans le noyau accumbens que dans le striatum dorsal en reduisant les fonctionnalites 
du recepteur D2 ainsi que 1'activite de ce meme recepteur localise au niveau des 
terminaisons glutamatergiques (FUXE et al., 1992, WAGSTAFF et al., 1996, 
GOULET et al., 1999, BINDER et al., 2001, DOBNER et al., 2003). D'autre part, 
l'heterodimerisation de NTS1/D2 au niveau des neurones dopaminergiques peut 
impliquer la proteine kinase C et le mecanisme de calcium dependant. L'activation 
de D2 inhibe la signalisation de NTS1 suggerant la regulation bidirectionnelle de ces 
deux recepteurs (JOMPHE et al., 2006). Avec ces implications dopaminergiques, le 
recepteur NTS1 pourrait sensiblement representer une cible de choix pour le 
traitement de la douleur, l'obesite, la schizophrenic et le cancer. 
4.5.2 Le recepteur NTS2 
L'analyse de la structure primaire du recepteur NTS2 a permis de reveler plusieurs 
particularite comme 1'absence de site de glycolysation a la portion N-terminale et au 
niveau de la 3e boucle extra-cellulaire (Figure 17). De plus, 1'absence de residu 
aspartate dans le second domaine transmembranaire explique sa faible sensibilite aux 
ions sodium (DUBUC et al., 1999). Une isoforme a ete identifiee k partir de cerveau 
de souris et de rat (DUBUC et al., 1999, PERRON et al., 2005). Cette forme 
comporte seulement cinq domaines transmembranaires, 282 acides amines et a ete 
demontree comme responsable des activites non physiologiques a des faibles 
concentrations de NT en activant la voie des MAP kinases (PERRON et al., 2005). 
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Contrairement au recepteur NTS1, le recepteur NTS2 n'est pas present a la naissance 
(Figure 18). Chez les rats, les sites de liaisons apparaissent vers le 12®me jour 
postnatal (SARRET et al., 2003). 
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Figure 18. Patron de d&veloppement des sites de liaison des recepteurs 
neurotensinergiques chez le rat et la souris. Entre 20 et 25 jours de vie chez le rat, 
les sites de liaison des recepteurs neurotensinergiques (NTS1 et NTS2) sont presents 
en proportion equivalente. 
Source - Adapts de Sarret P, Beaudet A: Neurotensin receptors in the central 
nervous system. Handbook of chemical neuroanatomy 2003, Vol. 20. 
Peptide Receptors, Part II. Amsterdam: Elsevier:323-400. 
La presence des deux domaines transmembranaires VI et VII de la troisieme boucle 
extra-cellulaire est necessaire pour que la NT puisse se lier au recepteur. NTS2 est 
constitue de 416 acides amines chez le rat et de 410 acides amines chez l'humain 
(VINCENT, 1995). Son poids moieculaire est de 46 kDa (SARRET et al., 2005). En 
contraste avec le recepteur NTS1, le recepteur NTS2 est recycle a la surface 
cellulaire apres l'internalisation. Cette propriete depend d'un residu simple tyrosine 
localise dans la 3e boucle intra-cellulaire ou la phosphoiylation est cruciale pour le 
recyclage du recepteur. Chez l'humain, cette tyrosine est remplacee par un residu 
cysteine empechant done le recepteur d'etre recycle (MARTIN et al., 2002). 
Le recepteur NTS2 est principalement localise dans la SGPA, le RVM, le NRM, 
l'hypothalamus, le magnus pallidus et les noyaux gigantocellulaires (SARRET et al., 
2003, SARRET et al., 2005). Cette evidence demontre bien que NTS2 est localise 
dans les structures cerebrales impliquees dans le controle de la douleur et dans le 
stress. Aussi, sa presence au niveau du systeme limbique (amygdale) et des zones 
sous corticales comme le thalamus pourrait participer a 1'aspect emotionnel de la 
reponse nociceptive. 
45 
OBJECTIFS DU PROJET 
Chez l'humain (enfant et adulte) et les animaux, le phenomene de l'analgesie induite 
par le stress est une manifestation naturelle de l'organisme. On peut facilement 
imaginer ce type de phenomene dans des situations de stress post-traumatique ou de 
stress continu et repete menant k une alteration de la douleur. Cependant, les 
hypotheses derriere ce phenomene sont encore incompletes. L'implication de 
certains neuropeptides, dont la liberation de NT endogene au cours d'un stress, a ete 
demontree dans la litterature comme etant liberee au cours d'un stress. Ainsi, la NT 
est impliquee dans les reponses antinociceptives reliees au stress. Nous pensons que 
cette analgesie pourrait etre mediee via l'activation du recepteur NTS2. A cet effet, le 
role du recepteur NTS2 dans ce phenomene est peu connu malgre des evidences 
structurelles de localisation dans des zones participant conjointement a la modulation 
de la douleur et du stress. 
Les objectifs de ce projet sont done de : 
1. Determiner le role du recepteur NTS2 dans l'analgesie li6e au stress dans des 
modeles animaux de douleur aigue et tonique suite k un stress de forte intensite. 
2. Evaluer l'effet de ce meme stress postnatal sur la reponse nociceptive suite k 
l'injection d'agonistes neurotensinergiques, plus partieulierement des agonistes 
seiectifs du recepteur NTS2 chez des rats juvenile et adulte. 
3. Etablir une correlation entre les effets analgesiques potentiels du recepteur NTS2 
et le taux de corticosterone chez des souris sauvages ou invalidees du gene du 
recepteur NTS2. 
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RESUME DE L'ARTICLE 
Le stress peut activer plusieurs systemes neuronaux impliques dans la suppression de 
la reponse douloureuse. Ce phenomene adaptatif est connu sous le nom d'analgesie 
liee au stress (SIA) et est medie par l'activation des mecanismes inhibiteurs 
descendants de la douleur. II existe deux formes de SIA dependamment des 
parametres et de la dur£e du stress en question. A ce sujet, il y a des Evidences que la 
neurotensine (NT) endogene jouerait im role primordial dans le SIA. En effet, il a ete 
demontre que les souris invalidees pour le gene de la NT ont un SIA diminue suite a 
un stress de peur de l'eau ou un stress severe de contention. De plus, l'injection de 
NT au niveau du systeme nerveux central produit un effet analgesique naloxone-
independant en agissant sur les recepteurs NTS2 au niveau spinal et supraspinal. 
Nous emettons done comme hypothese que la NT peut medier un SIA de type non 
opioi'dergique via l'activation du recepteur NTS2. Dans cette etude, nous avons 
evalue l'influence d'un stress severe postnatal opioi'de-independant par une nage 
forcee (3 minutes h 15 degres) sur la reponse douloureuse chez les rats jeunes et 
adultes ainsi que chez les souris adultes KO NTS2. 
Nos resultats ont demontre que le SIA resultant de la nage forcee en eau froide est 
diminue de fafon significative chez les souris invalidees pour le gene du recepteur 
NTS2 (KO NTS2). En effet, les souris KO NTS2 soumises au test de douleur aigue 
(test plantaire) et test de douleur tonique (test a la formaline) demontrent une plus 
grande sensibilite a la douleur en comparaison aux souris de type sauvage (WT). 
Aussi, la NT endogene regule l'axe hypothalamo-hypophysaire sous l'influence d'un 
stress en augmentant les niveaux de corticosterone plasmatique. Ces niveaux de 
corticosterone, obtenus par radioimmunoassay (RIA), sont diminues de fa?on 
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significative chez les souris KO NTS2 non stressees et stressees en comparaison avec 
les souris WT. De plus, afin d'evaluer le role de la NT dans le SIA, nous avons fait 
des micro-injections d'agonistes du recepteur NTS2 dans la moelle Epiniere et nous 
avons quantifie la sensibility des rats suite au stress en utilisant le test plantaire. 
L'administration d'agonistes NTS2, soit le JMV-431 (30 jig/kg) et la P-lactotensine 
(200ng/kg) amplifient le SIA chez les rats ages de 25 et 60 jours. 
En resume, en utilisant une approche pharmacologique et genetique, nous avons 
demontre que le recepteur NTS2 medie le SIA de type non-opioi'dergique. Nos 
resultats ont revele que (1) la relache de NT endog^ne en reponse au stress n^cessite 
la presence du recepteur NTS2 afin de stimuler la liberation de corticosterone 
plasmatique et que (2) le recepteur NTS2 localise dans la moelle epiniere participe k 
la sensibilisation du systeme inhibiteur descendant. Ces elements mettent en 
evidence le role du recepteur NTS2 comme nouvelle cible de traitement de la douleur 
ainsi que des desordres relies au stress (anxiete, depression, etc...). 
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ABSTRACT 
Stress activates multiple neural systems that suppress pain sensation. This adaptive 
phenomenon referred as stress-induced analgesia (SIA) is mediated by the activation 
of endogenous pain inhibitory systems. Both opioid and non-opioid forms of SIA 
have been elicited in rodents according to stressor parameters and duration. There is 
accumulating evidence that the endogenous neurotensin (NT) system plays an 
important role in SIA. Especially, NT-deficient mice were shown to exhibit reduced 
SIA following water avoidance or restraint stress. Since central NT produces 
naloxone-insensitive analgesic effects by acting on spinal and supraspinal NTS2 
receptors, we hypothesized that NT might mediate non-opioid SIA through NTS2 
activation. Here, we evaluated the influence of an opioid-independent severe stress 
produced by a cold-water swim for 3 min at 15°C on rodent offspring's pain 
perception. 
Our results demonstrated that mice lacking NTS2 exhibit significantly reduced SIA 
following cold-water swim stress. Indeed, NTS2 knockout, mice submitted to both 
acute (plantar test) and tonic (formalin test) pain stimuli show a greater sensitivity to 
pain in comparison to wild-type littermates. Endogenous NT regulates hypothalamic-
pituitaiy-adrenal axis activity in stress condition by increasing corticosterone plasma 
levels. Accordingly, the plasma levels of corticosterone measured by 
radioimmunoassay are significantly reduced in non-stressed and stressed NTS2-
deflcient mice in comparison with wild-type mice. To further investigate the site of 
action of NT in mediating SIA, we microinjected NTS2 agonists in lumbar spinal 
cord and quantified post-stress sensitivity to pain in rats using the plantar test. 
Exogenously administered NTS2 analogs, JMV-431, P-lactotensin and NT69L 
markedly enhance the magnitude and duration of stress antinociception in both 25-
and 60-day-old rats. 
In sum, by using genetic and pharmacological approaches, we demonstrated here that 
NTS2 receptors mediate non-opioid SIA. Our results also revealed that the release of 
endogenous NT in response to stress requires the presence of NTS2 to stimulate 
CRF-induced elevation of plasma corticosterone, and that NTS2 receptors localized 
at the lumbar spinal cord participate to the disinhibition of descending pain control 
pathways. Therefore, these data highlight the significance of NTS2 as a novel target 
for the treatment of pain and stress-related disorders. 
Key words : Neuropeptide, GPCRs, stress disorders, NTS2, chronic pain, 
hypothalamic-pituitary-adrenal axis 
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INTRODUCTION 
Stress initiates a cascade of neuronal and hormonal responses that is aimed to protect 
the organism and to restore homeostasis. During stressful conditions, pain 
perception and reaction can be suppressed in favor of adaptive behaviors, a 
phenomenon referred to as stress-induced analgesia (SIA) (AMIT and GALINA, 
1986, FORD and FINN, 2008). For years, this decrease in pain responsiveness to 
aversive stimuli was thought to be mediated by the activation of endogenous opioid 
systems (AKIL et al., 1986). Opioid involvement in SIA was first demonstrated by 
the ability of opioid receptor antagonists, naloxone or naltrexone, to attenuate 
analgesia associated with stressful stimuli (MADDEN et al., 1977, WATKINS and 
MAYER, 1986). Additionally, it was found that naloxone-sensitive SIA developed 
tolerance with repeated exposure to stress and cross-tolerance with morphine 
(LEWIS et al., 1981, GIRARDOT and HOLLOWAY, 1984b, TERMAN et al., 
1986a). Although endogenous opiates appear to be key mediators in the inhibition of 
pain response to stressful stimuli, a steady stream of studies now supports the 
existence of SIA mechanisms that does not depend on the opioid system (i.e., is not 
reversed by the prototypic opiate antagonist and is not affected in morphine-tolerant 
animals) (LEWIS et al, 1980, WATKINS and MAYER, 1982). Thus, evidence has 
accumulated that other neurotransmitters including GABAergic, glutamatergic and 
monoaminergic systems play an important role in mediating endogenous stress 
analgesia, the most recent example being the implication of endocannabinoids 
(HOHMANN et al, 2005, BUTLER and FINN, 2009). Therefore, stress appears to 
be a physiological trigger for both opioid and non-opioid intrinsic pain inhibitory 
systems. In experimental animals, these opioid-dependent and opioid-independent 
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forms of SIA are differently activated according to the type of stressors applied, such 
as electric foot-shock, forced swim or restraint. Even variations in the intensity, 
duration, and temporal aspects of the same stressor can change the nature of the 
analgesic response (AMIT and GALINA, 1986). For instance, stress severity plays 
an important role in determining the neurochemical basis of cold-water swim stress 
analgesia (MOGIL et al., 1996). Indeed, animals subjected to intermittent swimming 
at 20°C to 32°C for a short period of time display a significant decrease in their 
responsiveness to nociceptive stimuli, this raise in pain thresholds being sensitive to 
naloxone antagonism. In contrast, increasing swim severity (e.g., continuous 
swimming, longer duration and lower water temperature) produces non-opioid SIA 
(GIRARDOT and HOLLOWAY, 1984b, GIRARDOT and HOLLOWAY, 1984a, 
O'CONNOR and CHIPKIN, 1984, TERMAN et al., 1986b, MAREK et al., 1992) 
Over the last two decades, it became evident that the tridecapeptide neurotensin (NT) 
is involved in responsiveness to both pain and stressful stimuli, suggesting that this 
neurotransmitter may be involved in the phenomenon of SIA (DOBNER, 2005). 
First, exogenous NT usually produces potent pain inhibition, regardless of the route 
of administration (intracerebroventricular, into the periaqueductal gray matter or 
intrathecally) or the analgesic test adopted (reflexive or operant measures) 
(DOBNER, 2006, SARRET and KITABGI, 2008). Moreover, agonists of either 
NTS1 or NTS2 receptors - the predominant NT receptor subtypes present in spinal 
and supraspinal cerebral structures involved in pain modulation (BOUDIN et al., 
1996, SARRET et al., 1998, WALKER et al., 1998, LEPEE-LORGEOUX et al., 
1999, FASSIO et al., 2000, ASSELIN et al., 2001, SARRET et al., 2003) - exert 
profound antinociceptive effects and suppress activity in spinal nociceptive neurons 
(DUBUC et al, 1999, YAMAUCHI et al, 2003a, BUHLER et al, 2005, SARRET et 
al, 2005, BREDELOUX et a l , 2006, BUHLER et al, 2007, BREDELOUX et al , 
2008, ROUSSY et al , 2008, ROUSSY et al, 2009). Accordingly, central inhibition 
of NTS1 and NTS2 function, by RNAi or antisense approaches or by using NT 
receptor antagonists enhances sensitivity to noxious stimuli (SMITH et al, 1997, 
TYLER et al, 1998, DUBUC et al, 1999, TYLER et al, 1999, BUHLER et a l , 
2005, DORE-SAVARD et al , 2008). The demonstration that central administered 
NT produces a potent analgesia that is resistant to ^-opioid receptor antagonist 
further suggests that endogenous NT might be involved in SIA resulting from severe 
stress conditions (CLINESCHMIDT et al, 1979, NEMEROFF et al, 1979, 
OSBAHR et al, 1981, BEHBEHANI and PERT, 1984, AL-RODHAN et al, 1991). 
In addition to the role of NT in the regulation of nociceptive processing, there is 
accumulating evidence suggesting that NT is involved in hormonal, neural and 
behavioral stress-related responses. First of all, the abundance of NT in the 
hypothalamus and its ability to modulate the release of several hormones highlight an 
important role for NT in the modulation of neuroendocrine function (GEISLER et 
al, 2006). Central injections of NT in freely moving rats stimulate 
adrenocorticotropin hormone secretion (ACTH) from the anterior pituitary and 
increase plasma levels of corticosterone from the adrenal gland (GUDELSKY et al, 
1989, ROWE et al, 1992, SICARD et al, 2005). Moreover, the inhibition of NT 
binding, using NT receptor antagonists, blocks stress-induced hypothalamic-
pituitary-adrenal (HPA) axis activation (NICOT et al, 1994, NICOT et al, 1997, 
ROWE et al , 1997, AZZI et al, 1998, GUI et al, 2004). NT turnover is also altered 
under physiological stress. Exposure to various stressors, such as immobilization or 
cold-water swim induces an up-regulation of the NT precursor mRNA in several 
hypothalamic regions, including the medial preoptic area and the paraventricular 
nucleus (CECCATELLI and ORAZZO, 1993, SETA et al, 2001). Consistent with 
these data, mice with genetic impairment of NT signaling were recently found to be 
defective in SIA resulting from prolonged restraint or water avoidance stress as 
measured by visceral pain responses (GUI et al, 2004). 
Based on the pivotal role of the neurotensinergic system in stress responsiveness and 
pain modulation, we hypothesized that NT might mediate non-opioid SIA by acting 
on the NTS2 receptor subtype. We used acute and tonic pain tests after exposure to a 
severe cold-water forced swim to quantify the post-stress sensitivity to pain in mice 
with a targeted deletion of the NTS2 receptor (NTS2-KO). Since the role of NT in 
stress-induced pain modulation may be related to a more general influence of this 
neuropeptide on the HPA axis, we also measured the corticosterone response in both 
NTS2-KO and wild-type mice subjected to a forced swimming stress. Moreover, we 
evaluated the contribution of spinal NTS2 receptors to opioid-independent SIA at 
different stages of postnatal life by examining the effects of intrathecal 
administration of NTS2-selective agonists. 
MATERIAL and METHODS 
Subjects, breeding and housing 
Mice lacking NTS2 receptor were generated by homologous recombination and have 
been described earlier (MAENO et al , 2004). Offspring of male wild-type and 
NTS2 knock-out pups were obtained from timed pregnancy of our own breeding 
colonies. Forty NTS2-KO adult male mice and thirty-seven wild-type controls of the 
same genetic background, weighing 20-25 g were used in this study. Genotyping 
was performed according to Maeno et al. 2004 (MAENO et al, 2004). 
For breeding purposes in rats, eighteen adult female (200-225g) and two male (225g-
250g) Sprague-Dawley rats (Charles Rivers Laboratories; St-Constant, Canada) were 
housed by gender in groups not exceeding 4 animals. Pregnant females were 
monitored for birth delivery between embryonic days 21-23 of gestation. Day 23 
was considered as postnatal day 1. Twenty-four to forty-height hours after birth, 
pups were sexed, identified, and progenies limited to 12 (6 males and 6 females 
when is possible). Offspring were kept with their own biological mother until 
weaning (postnatal day 25). Separation occurred after experimentation on day 25 
and housed by gender. 
Environmental parameters of all species were controlled to decrease potential stress 
and animals were kept on a 12h ligth/dark cycle (10:14 in mice) beginning at 06:00 
a.m. All animals had free access to food and water. 
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All experimental procedures in this study were approved by the Animal Care 
Committee of the University of Sherbrooke and were in accordance with policies and 
directives of the Canadian Council on Animal Care. 
Drugs 
P-lactotensin (200 ng/kg) was obtained from the National Institute of Mental Health's 
Chemical Synthesis and Drug Supply Program (NIMH). The specific NTS 1/2 
agonist NT69L ([/V-methyl-Arg, Lys, Pro, L-neo-Trp, tert-Leu, Leu], kindly provided 
by E. Richelson; (CUSACK et al, 2000) and the selective-NTS2 agonist JMV-431 
(Boc-Arg-Arg-Pro-Tyrv|/ (CH2NH)Ile-Leu-OH), designed by J. Martinez (SARRET 
et al, 2005) were respectively used at 5 fig/kg and 30 jig/kg. Doses were determined 
according to (SARRET et al, 2005, ROUSSY et al, 2008, ROUSSY et al, 2009), 
and all drugs were prepared in saline and injected intrathecally. 
Behavioral procedures 
Experiments were performed between 9 am to 11 am to decrease variations due to 
circadian rhythm of corticosterone level. Mice were tested at 8 weeks of age and rats 
pups were tested at postnatal days 25 and 60 with thermal plantar test following 
forced cold swim test (rats) and additionally in the formalin test for mice. 
Swim stress-induced analgesia 
To evaluate the role of NTS2 receptors in stress-induced analgesia, baseline paw 
withdrawal latencies (PWL) were measured before and then following intrathecal 
injection (i.t) of 10 jil (postnatal day 25) or 30 |il (postnatal day 60) NT agonists. 
After injection for rats or in basal condition for mice, animals were allowed to rest 
for 10 min and then placed immediately for 3 min in a plastic pool filled with cold 
water maintained at 15°C. They were thoroughly dried during 3 minutes and placed 
into plastic enclosures of the plantar test during 2 minutes for acclimatization. 
Thermal plantar test 
To evaluate thermal nociception, we used a plantar analgesia test (Hargreaves 
method) (Stoelting, Wood Dale, IL, USA) (HARGREAVES et al , 1988). Thermal 
plantar test consists in placing the animals separately into plastic enclosures disposed 
on low-refraction glass floors. The infrared radiant light source is aimed at the 
plantar surface and PWL are measured twice at intervals of 2.5 minutes between left 
and right hind paw. The intensity of the lamp was set at 75 Hz and a cut off of 25 
sec (20 sec in mice) was determined to avoid tissue damage. The PWL was then 
obtained at 8, 30 and 40 min post-swim. Control threshold was determined for each 
animal (2 measures on each paw) before drug injection. Data are presented as mean 
response latency (s) or maximum possible inhibition (MPI = (response latency -
baseline response latency/(cut-off time - baseline response latency) X 100). To 
represent the total effects of stress or drug treatment over time, the area under the 
curve was used. 
Formalin test 
After the swim test procedure, mice were subcutaneously injected with diluted 2% 
formaldehyde (5% formalin, Fisher Scientific, Montreal, Canada) into the plantar 
surface of the right hind paw. Mice were immediately returned to their Plexiglas 
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enclosures and their behaviors observed during 42 minutes. Nociceptive behaviors 
were assessed using a weighed score as described previously (ROUSSY et al, 2008, 
ROUSSY et al, 2009). Briefly, a nociceptive mean score was determined for each 3 
min block during the recording period by measuring the amount of time spent in each 
of four behavioral categories: 0, the injected paw is comparable to the contralateral 
paw; 1, the injected paw has little or no weight placed on it; 2, the injected paw is 
elevated and is not in contact with any surface; 3, the injected paw is licked, bitten, 
or shaken. The weighted nociceptive score, ranging from 0 to 3, is calculated by 
multiplying the time spent in each category by its assigned weight category, 
summing these products and dividing by the total time for each 3 min block of time. 
Formalin induces pain-related behaviors may also be quantified by monitoring the 
duration of episodes of different behavioral endpoints. Total time in seconds spent in 
state 2 and 3 (lifting/liking/biting/shaking) was calculated. The duration of 
nociceptive response was divided in two phases: early and late phase. Early phase 
corresponds to 0 to 9 min and late phase to 21 min to 42 minutes after the formalin 
injection. The two distinct phases of spontaneous pain behaviors are proposed to 
reflect a direct effect of formalin on sensory receptors (early phase) and a longer 
lasting pain due to inflammation and central sensitization (late phase) 
Corticosterone dosage 
Blood samples of 15 wild-type and 18 NTS2-KO mice were collected between 9 a.m. 
to 10 a.m, by puncture of the lateral vein of the tail and collected in ice-cooled 
microcontainer brand tubes with lithium heparin (BD Microtainer, VWR, Montreal, 
Canada) for determination of basal and post-stress plasma corticosterone levels. 
Plasma was separated by centrifugation at 13000 X g for 15 min at 4°C. Aliquots 
were stored at -20°C. Level of corticosterone was measured in duplicate using 
Radioimmunoassay techniques. 
Statistical analysis 
Data are presented as means ± standard errors of the mean (S.E.M.). All calculations 
and statistical analysis were performed using Prism 5.0 and Instat 3.05 (Graph Pad 
Software, San Diego, CA, USA). Nociceptive scores obtained with agonists in 
young rats were analyzed using a two-way ANOVA analysis, with comparisons 
between experimental groups and the control group at each time interval using 
Bonferroni's post-test. In the same study, the unpaired t-test was used to compare 
each experimental group and the control group at time 20 minutes in 25 day-old and 
at time 30 minutes in 60 day-old male rats. In the study with mice in acute and tonic 
pain, the comparison between different groups was analyzed using the unpaired t-
test. A difference in responses between groups was considered significant with P 
values; * P < 0.05, ** P < 0.01 and ***P < 0.001. Corticosterone values were 
analyzed by a t-test with the factor treatment (stressed or non-stressed). For all tests; 
*P < 0.05 was considered statistically significant and all results are presented in the 
figures as means ± SEM and calculated using Prism 5.0 (Graph Pad Software, San 
Diego, Ca, USA). 
RESULTS 
Decreased stress-induced analgesia in NTS2-deficient mice 
To determine whether the NTS2 receptor plays a role in stress-induced behavioral 
changes, NTS2 knockout and wild-type mice were tested for stress-induced analgesia 
after cold-water forced swim. Nociceptive responses were behaviorally evaluated at 
different times after swimming by measuring both acute thermal pain perception and 
persistent pain to chemical stimuli using the plantar and formalin tests, respectively. 
Stress was induced by forcing the mice to swim continuously for 3 min in 15°C 
water. Considered as a high severity event, our swim stress paradigm has been 
previously defined as independent of opioid receptor activation (MOGIL et a l , 
1996). 
Baseline nociceptive responses 
We first determined if the baseline thresholds readings were similar between the two 
genotypes in the acute and tonic pain tests. Prior to swimming, the baseline paw 
withdrawal latencies to thermal radiant heat stimuli of NTS2-KO and wild-type mice 
were 4.1 ± 0.5 s and 4.9 ± 0.5 s, respectively, and were not significantly different 
(Fig. 1A). Accordingly, in the formalin model of tonic pain, the nociceptive 
behavior scores of NTS2-KO mice were indistinguishable from those of wild-type 
littermates (Fig. IB). 
61 
WT 
1 
NTS2-KO 
B 
2.5n 
IS™* 
NTS2-KO WT 
i 1 • 1— 
10 20 
-i— 
30 
- r ~ 
40 
Time (min) 
Figure 1. Nociceptive processing in NTS2 knockout mice, (a) Paw withdrawal 
thresholds of NTS2-KO and control mice in response to noxious thermal heat 
stimuli, (b) Nocifensive responses to intraplantar formalin in mice lacking NTS2 
and their wild-type littermates. There were no statistically significant differences 
between the genotypes in the baseline latencies in either the plantar spinal reflex or 
the persistent pain modeled by the formalin test, indicating that the nociceptive 
processing is unaltered in NTS2-KO mice. Thermal pain testing, n = 6 in each 
group; chemical pain testing, n = 8 in each group. Error bars represent average ± 
S.E.M. Comparisons between control and NTS2-KO mice were performed by 
unpaired two-tailed student's Mest for the plantar test and two-way analysis of 
variance for the formalin test (ANOVA, Bonferroni test for post hoc comparison). 
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Effects of cold-water swim stress on paw withdrawal response to thermal stimuli 
We next examined whether NTS2 is required for stress-induced analgesia. 
Consistent with previous reports (LABUDA et al, 2000), cold swim induced 
significant antinociceptive effects in the plantar test in wild-type mice (Fig. 2). 
Indeed, SIA induced by a 3 min swim at 15°C was characterized by an increase in 
paw withdrawal latencies peaking at 8 min (baseline: 4.9 ± 0.5 s; 8 min: 10 ± 0.8 s; P 
< 0.01) and lasting for 30 min (5,9 ± 1.1 s). In contrast, NTS2-KO mice exhibited a 
drastically reduced stress-induced analgesia. The SIA efficacy observed in NTS2-
KO mice, expressed as percentage of maximum possible inhibition (MPI) 8 min after 
forced swim, was considerably lower than that of their wild-type littermates (Fig. 
2A). Accordingly, there was a statistically significant decrease in the analgesic 
effect presented as A.U.C. in NTS2-KO mice compared to controls (Fig. 2B; P < 
0.01). It was previously proposed that hypothermia-related to cold swim might 
interfere with the analgesic mechanisms (MOGIL et al, 1996, LAPO et al , 2003). 
Therefore, to ensure that this latest breakthrough was not due to altered 
thermoregulation, we measured the skin temperature of both hind paw and tail before 
and after swim stress and found no significant difference between wild-type and KO-
NTS2 mice (not shown). 
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Figure 2. Effect of NTS2 receptor deletion on stress-induced analgesia, (a) 
Nociceptive responses induced by forced cold swim (3 min at 15°C) as measured by 
plantar thermal withdrawal. Results are presented as a time-effect curve and are 
expressed as maximum possible inhibition (MPI %). Peak analgesic responses 
consistently occurred 5-10 min after swimming. At 30-40 min, the readings for both 
genotypes were not significantly different from their respective baseline, (b) 
Antinociceptive effect presented as area under the curve between 0 and 40 min after 
cold-swim stress. Thermal hypersensitivity was significantly higher in NTS2-KO 
mice as compared to their wild-type counterparts (n = 6 per group). The vertical bars 
denote S.E.M.; ** P < 0.01 when compared to wild-type mice. 
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Effects offorced cold swim on formalin-evoked nociceptive behaviors 
We then investigated whether tonic pain was also reduced by cold-swim stress in 
NTS2-KO mice. Subcutaneous injection of 5% formalin into the hind paw of non-
stressed mice elicited a well-known biphasic pattern of nociceptive behaviors 
(SAWYNOK and LIU, 2004). An acute, immediate nociceptive response (i.e. 
licking, biting, shaking) occurred within the first 10 min (phase 1). This early phase 
was followed by a second nocifensive behavioral activity beginning about 20 min 
and continuing for at least 20 min after the injection of formalin (phase 2). The early 
and late phases were separated by a quiescent interphase (9-20 min post-injection) 
where animals showed very little pain-related behaviors. The effect of forced cold 
swim on the formalin-evoked nociceptive response is shown in Fig. 3. A 3 min swim 
at 15°C induced antinociception in both phases of the formalin test (Fig. 3A). 
Specifically, the duration of nociceptive response was about two times lower during 
the early and late phases in forced swim wild-type mice compared to the non-stressed 
control animals (Fig. 3B; P < 0.01). 
We then determined in the stressed groups whether the stress-induced analgesia was 
equivalent in NTS2-KO mice than wild-type littermates. In NTS2-KO mice forced 
to swim in cold water, pain-related behaviors were attenuated compared to non-
stressed animals, demonstrating antinociception (Fig. 3C). However, when the two 
genotypes were compared, wild-type mice showed significantly greater stress-
induced analgesia than NTS2-KO mice (Fig. 3D). Indeed, in the late inflammatoiy 
phase, the duration of nociceptive response in NTS2-KO mice was significantly 
increased by 1.5-fold above the value of wild-type mice (Fig. 3D; P < 0.05). No 
difference was found between NTS2-KO and wild-type mice during the early phase. 
This difference in the magnitude of the nociceptive response indicated that NTS2 is 
critical for stress-induced analgesia. 
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Figure 3. Stress-induced analgesia in wild-type and NTS2-deficient mice. Effect of 
3-min forced swimming stress at 15°C on the durations of the early and late phases 
of formalin-induced nociceptive response, (a) Wild-type littermate control mice 
subjected to forced swim stress display decreased formalin-induced behavioral 
responses, (b) Specifically, the time spent in licking, biting, and shaking was reduced 
by half in both early and late phases in forced swim wild-type mice compared to the 
non-stressed control group, (c) Biphasic analgesic response to severe swim stress in 
mouse strain with impaired NTS2 signaling, (d) In late phase, NTS2-KO mice 
exhibited significantly less stress-induced analgesia compared with wild-type mice. 
In all panels, error bars represent the mean ± S.E.M of determination made in eight 
animals. Asterisks denote statistically significant differences for stressed mice 
compared with non-stressed animals or of NTS2-KO mice relative to wild-type 
controls. * P < 0.05; ** P < 0.01. 
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Stress-induced corticosterone secretion in mice lacking the NTS2 receptor 
Stressful stimuli activate the hypothalamo-pituitaiy-adrenocortical (HPA) axis and 
release glucocorticoids, such as corticosterone, suggesting that HPA hormones may 
be involved in controlling pain sensitivity in stress condition (BUTLER and FINN, 
2009). We then assessed the effects of the swim stressor on corticosterone secretion 
in wild-type and NTS2-KO mice (Fig. 4). Plasma corticosterone levels were 
evaluated by radioimmunoassays (RIA). In wild-type animals, forced cold swim 
strongly increased serum corticosterone (238 ± 15 ng/ml in WT stressed mice 
compared to 187 ± 19 ng/ml in WT non-stressed animals; P < 0.05). Stress also 
produced a substantial rise in circulating corticosterone in NTS2-KO mice (183 ± 16 
ng/ml in NTS2-KO stressed mice compared to 143 ± 10 ng/ml in NTS2-KO non-
stressed animals; P < 0.05), but corticosterone levels in NTS2-KO mice were 
persistently lower than those of wild-type littermates, the peak value being 75% of 
that in wild-type mice (P < 0.05). Additionally, a genotype dimorphism appeared 
with NTS2-KO mice harboring lower basal corticosterone concentrations than wild-
type controls. Therefore, these results suggest that mice lacking the NTS2 receptor 
display a significant dysregulation of the HPA axis. 
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Figure 4. Circulating levels of corticosterone in both wild-type and NTS2-KO mice. 
Plasma corticosterone concentrations in both genotypes were increased following 
forced swim stress. However, mice lacking NTS2 receptor exhibited lower plasma 
corticosterone as compared with wild-type littermates. Corticosterone levels were 
also significantly different between wild-type and NTS2-KO mice before stress 
exposure. Values are mean ± S.E.M of 11 to 16 animals per group. * P < 0.05. 
Stress-induced changes in plasma corticosterone concentrations were analyzed with 
unpaired two-tailed student's /-test. 
Effects of spinal pretreatment with NTS2 agonists on forced cold swim-induced 
antinociception 
To further investigate the mechanism of action of NTS2 receptors in mediating stress 
analgesia, we microinjected NTS2 agonists at the spinal level and quantified post-
stress sensitivity to pain in rats using the plantar test. 25 day-old male rats were 
pretreated intrathecally (i.t.) with different NTS2 agonists (NT69L, p-lactotensin and 
JMV-431) 10 min prior to cold-water swim stress. The paw withdrawal response to 
thermal radiant heat stimuli was then measured 8, 30 and 40 min after swimming. 
Intrathecally delivery of the NT(8-13) analog NT69L (5 |ig/kg), which binds to both 
NTS1 and NTS2 in a non-discriminative manner profoundly enhanced time-
dependently the antinociceptive activity induced by cold-water swim stress (Figs. 
5A, B; P < 0.001). The SIA efficacy observed in beta-lactotensin-treated rats, 
characterized as selective for NTS2 over NTS1 (BUHLER et al, 2007); 200 (ig/kg) 
was also considerably higher than that of saline-treated control animals (Figs. 5C, D; 
P < 0.001). Accordingly, prior i.t. administration of the selective NTS2 agonist 
JMV-431 (SARRET et al, 2005); 30 ng/kg) significantly potentiated the swimming-
induced analgesia (Figs. 5E, F; P < 0.001). 
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Figure 5. Effects of intrathecal delivery of NTS2 agonists on cold water swim 
analgesia in 25-days old male rats, (a, c, e) Time course experiments examining the 
effects of NT69L, P-lactotensin and JMV-431 on the inhibition of the paw 
withdrawal response induced by forced cold swim (3 min at 15°C). Spinally 
administered selective-NTS2 receptor analogs enhanced the antinociceptive activity 
induced by cold water swimming, (b, d, f) Analgesic effect presented as area under 
the curve during the stress period (between' 0 and 40 min after cold-swim stress). 
Thermal hypersensitivity was significantly lower in NTS2 agonists-treated rats as 
compared to vehicle-treated controls (n = 8-14 per group). The vertical bars denote 
S.E.M. Significant difference according to two-way analysis of variance (ANOVA, 
Bonferroni test for post hoc comparison) and student's /-test, *** P < 0.001 when 
compared to controls. 
Previous studies have shown that age-related differences in the expression of stress-
induced analgesia exist (BUTLER and FINN, 2009). Thus, we examined whether i.t. 
injection of the NTS2 receptor agonists affected swim-stress induced antinociception 
in older rats. Regarding age, our results demonstrated that 2-months old rats 
displayed significantly higher SIA than 25 day-old subjects (Fig. 6A, P < 0.05). As 
shown in Fig. 6B, spinal administration of NT69L magnified the inhibition of the 
paw withdrawal response induced by forced cold swim (Fig. 6A, P < 0.05). 
Nevertheless, the effect size for NT69L-induced increase of paw withdrawal 
latencies in 2-months old rats (1.6 fold increase over control) was smaller than that 
observed following i.t. injection of the same dose in younger animals (2.9 fold 
increase over control). Rats receiving either P-lactotensin (Fig. 6C, P < 0.001) or 
JMV-431 (Fig. 6D, P < 0.05) exhibited significantly increased SIA from forced 
swim stress. However, as opposed to the effects of pretreatment with NT69L, both 
NTS2-selective agonists p-lactotensin and JMV-431 intensified non-opioid swim 
stress-induced analgesia to the same extent than in 25-days old rats. 
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Figure 6. Effects of NT analogs on stress-induced antinociception in 2-months old 
male rats, (a) Influence of age on stress-induced analgesia. The development of 
analgesia induced by forced cold swim was increased in older subjects. * P < 0.05 
when compared to 25-days old male rats, (b, c, d) Pharmacological activation of 
NTS2 receptors with NT69L, P-lactotensin or JMV-431 increased the phenomenon 
of stress-induced analgesia in 2-months old male rats when compared to vehicle-
treated controls. Values are means ± S.E.M (n = 8-12 per group). * P < 0.05, *** P 
< 0.001 when compared to controls (unpaired two-tailed student's /-test). 
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DISCUSSION 
Stress initiates a series of behavioral responses that enable the organism to adapt to 
new environmental pressures. Notably, exposure to aversive stimuli results in 
profound analgesia. The present study is the first report demonstrating the 
involvement of NTS2 receptors in non-opioid stress-induced analgesia. We showed 
that the targeted disruption of the NTS2 receptor gene results in a hyperalgesic 
response to stress induced by cold-water swim. NTS2 deficiency also affects the 
activity of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, resulting in the reduction of 
corticosterone secretion, the predominant glucocorticoid in rodents. Furthermore, 
our results provide pharmacological evidence that the recruitment of spinal NTS2 
receptors by exogenously applied NT analogs enhances the phenomenon of stress-
induced analgesia. 
Stress activates endogenous neurotransmitters and neuropeptides in the central 
nervous system that suppress pain through activation of descending inhibitoiy pain 
pathway (BUTLER and FINN, 2009). The opioid system plays a key role in 
mediating endogenous analgesia (AMIT and GALINA, 1986). Opioid involvement 
was first demonstrated with systemic or intra-cerebral administration of opioid 
receptor blockers, naloxone or naltrexone, which attenuated both unconditioned and 
conditioned forms of stress-induced analgesia in rodents (AKIL et al, 1976, 
WATKINS and MAYER, 1986, CALCAGNETTI et al, 1987). Despite this 
evidence in support of a role for the endogenous opioid system, the inhibition of pain 
response to stressful stimuli may also be mediated by activation of non-opioid 
mechanisms (LEWIS et al, 1980, WATKINS et al, 1982). As implied by their 
name, the neurochemistry of non-opioid SIA requires the activation of multiple 
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receptor types, including GABA, glutamate, monoaminergic and endocannabinoid 
receptors (FORD and FINN, 2008). The recruitment of these two different forms of 
SIA is related to stress severity, with more intense stressors typically leading to 
opioid-independent stress-induced antinociception (BUTLER and FINN, 2009). 
Above all, detailed parametric investigations have defined that forced swims of mild 
severity (warm water and/or short duration) selectively produce naloxone-sensitive 
opioid SIA, whereas more severe swim conditions (cold water and/or long duration) 
mobilize non-opioid analgesic mechanisms (BODNAR et al, 1978, TERMAN et al , 
1986b, MOGIL et al, 1996). Further emphasizing the separateness of the substrates 
underlying opioid and non-opioid forms of stress-induced analgesia, no cross-
tolerance seems to occur between these two types of SIA (TERMAN et al, 1983, 
TERMAN et al, 1986a). 
There is now accumulating evidence indicating that the neurotensinergic system 
plays an important role in stress-induced analgesia (DOBNER, 2006). Since central 
administration of NT produces naloxone-insensitive antinociceptive effects in both 
somatic and visceral pain tests (CLINESCHMIDT et a l , 1979, OSBAHR et al, 
1981), this may suggest that endogenous NT might participate in SIA resulting from 
severe stress. Accordingly, recent reports have revealed that intense stress produced 
by cold-water swim increases the level of NT mRNA within neurons in several 
hypothalamic areas (SETA et al , 2001). Among these, the lateral hypothalamus and 
the medial preoptic area, which have direct projections to the periaqueductal grey are 
of particular interest since stimulation of these regions modulates pain processing 
(RIZVI et al, 1992, DAFNY et al , 1996). Perhaps more convincingly, NT knockout 
mice display altered analgesic response to stress (GUI et al, 2004). Indeed, the 
disruption of the NT signaling reversed the antinociceptive effects of water 
avoidance or prolonged restraint stress, as measured by the visceral pain transmission 
in response to colorectal distention. Consistently, pretreatment with the NT 
antagonist, SR48692 led to decreased inhibition of visceral pain responses to stress 
(GUI et al , 2004). 
The present study therefore attempted to determine the NT receptor subtype 
mediating NT functions in stress-induced analgesia. As a first step, we evaluated the 
effects of the NTS2 null mutation on spontaneous pain perception using different 
types of noxious stimuli. Our results indicate that baseline pain thresholds of NTS2-
KO mice were not different from wild-type mice after the application of thermal 
(plantar test) or chemical (formalin test) stimuli. This suggests that the NTS2 
receptor does not mediate tonic effects on pain transmission, but come into action 
under specific conditions to inhibit pain. However, we cannot exclude the possibility 
that adaptive mechanisms developed in the neurotensinergic system and/or in other 
endogenous pain modulatory systems could compensate for the lack of NTS2 
receptors. This hypothesis is still quite unlikely since we recently showed that in 
vivo silencing of NTS2 by RNAi or antisense approaches did not modify the 
perception of thermal and chemical visceral pain in basal conditions (DUBUC et al, 
1999, DORE-SAVARD et al, 2008). Besides, Maeno et al. (2004) have described in 
NTS2 knockout mice no modification in the nociceptive responses in tail-flick or in 
the paw licking behaviors in hot-plate, whereas a enhanced jump latency was 
observed in the hot-plate test. The discrepancy regarding the jump response may be 
due to the fact that this stereotypic behavior is considered as a measure of tolerance 
to pain and thus represents an escape from pain stimuli (MAENO et al, 2004). 
Therefore, this aggressive escape strategy may depend on more complex circuitry of 
the central nervous systems, probably involving intricate fear and anxiety brain 
structures. This idea is reinforced by the recent demonstration that the NTS2 
receptor is involved in the modulation of fear memory and emotional behaviors 
(YAMAUCHI et a l , 2006, YAMAUCHI et al, 2007). 
To investigate the contribution of NT acting at NTS2 receptors to non-opioid SIA, 
we have analyzed the phenotypic changes in mice lacking the NTS2 receptor 
following exposure to cold-water swim stress. We demonstrated that the stress 
procedure, consisting of a forced swim in 15°C water for 3 min produced in the 
thermal paw-withdrawal reflex test a pronounced decrease in the analgesic response 
in NTS2-deficient mice compared to control littermates. Using the same stressful 
stimulus, we also found that NTS2-KO mice exhibited a reduced stress-induced 
analgesia in the formalin tonic pain paradigm compared to wild-type. However, it 
appears that the phenomenon of stress-induced analgesia was not altered to the same 
extent in both behavioral nociceptive tests. Thus, whereas SIA had almost 
completely disappeared in the plantar test, NTS2 mutant mice presented a 
hyperalgesic profile only during the late tonic inflammatory phase of the formalin 
test, both genotypes having similar early phase patterns. The differentially affected 
outcome of those tests may possibly reflect different levels of integration of the 
responses measured. Indeed, these pain-related behaviors are associated with distinct 
neural circuitries. Classically, the plantar test measures spinal withdrawal reflex to 
thermal nociception, since the response is maintained after spinal transection 
(FRANKLIN and F.V, 1989). Aside from the spinal cord, the coordinated 
nocifensive behaviors (i.e., licking, biting) observed following formalin 
administration are under supraspinal influences (SAWYNOK and REID, 2001, 
CECCARELLI et al, 2003, YOU et al , 2006). Accordingly, anatomical, 
pharmacological and behavioral evidence from SIA studies have revealed that spinal 
pathways through mechanisms elaborated from the gate-control theory, and 
supraspinal descending inhibitory pain pathways, both play a role in mediating SIA. 
In particular, brain circuits that project from the amygdala to the midbrain 
periaqueductal grey matter and brainstem rostroventral medulla, and descend to the 
dorsal horn of the spinal cord have received extensive attention as neural regions 
involved in the production of SIA (FORD and FINN, 2008, BUTLER and FINN, 
2009). With this perspective, we could therefore suggest that NTS2 receptors are 
recruited in both spinally and supraspinally-mediated forms of SIA. The localization 
of NTS2 receptors in cerebral structures documented for their well-established role in 
both pain and stress supports this view. High concentrations of NTS2 mRNA and 
high densities of NTS2-like immunoreactive nerve cell bodies and/or processes have 
been detected in the periaqueductal grey, dorsal raphe, gigantocellular reticular 
nucleus, par alpha as well as in the amygdaloid complex and different hypothalamic 
nuclei (SARRET et al, 1998, WALKER et al , 1998, LEPEE-LORGEOUX et al , 
1999, ASSELIN et al, 2001, SARRET et al, 2003). We also recently reported that 
NTS2 receptors were extensively associated with spinal nociceptive pathways, both 
at the level of the dorsal root ganglia and of the superficial layers of the dorsal horn 
of the spinal cord (SARRET et al , 2005). Finally, our results revealed that even if 
cold swim reducing formalin pain is altered in mice lacking NTS2 compared to wild-
type littermates, the pain-related behaviors were nonetheless attenuated compared to 
non-stressed animals, demonstrating SIA. The residual antinociception observed in 
the absence of NTS2 receptors clearly implies the participation of additional 
mediators in non-opioid SIA. As previously mentioned, others endogenous 
neuropeptide/neurotransmitter regulatory systems are involved in analgesic responses 
to stressful situations (FORD and FINN, 2008, BUTLER and FINN, 2009). The 
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existence of these distinct SIA underlying mechanisms may then lead to a synergistic 
adaptive non-opioid analgesic response to stress. 
The reduction of SIA in both plantar and formalin tests suggests that the spinal cord 
is a likely site of action for NT. We therefore evaluated effects of intrathecal 
administration of NTS2 agonists on stress-induced antinociception at different stages 
of postnatal development. First of all, we found that the expression of SLA is 
influenced by age. Following water swim stress, 2-months old rats displayed 
significantly higher SIA than at 25-days old. This increase in analgesia, as the 
subject grows older may be due to the development of supraspinal descending pain 
inhibition (STOLBERG and FRENK, 1995, FITZGERALD, 2005, HATHWAY et 
al, 2009). Alternatively, this age-related difference in the SIA phenomenon may 
j 
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reflect changes in male sex hormone testosterone levels (STERNBERG et al, 1995, 
CRAFT et- al, 2004). Our data also suggest that spinal NTS2 receptor activation 
enhances non-opioid SIA. Indeed, microinjections of NTS2 agonists to the lumbar 
spinal cord potentiated the reduction in pain sensation induced by the forced swim 
stress procedure. However, even if rats treated with NT analogs exhibited 
significantly increased SIA at both ages tested, the magnitudes of the SIA response 
were not equivalent with all NTS2 compounds. Whereas rats exposed to the NT69L 
agonist, acting on both NTS1 and NTS2 receptors (ROUSSY et al , 2009) presented 
an attenuated SIA profile at 2-months old compared to 25-days of age, spinally 
administered selective-NTS2 agonists, P-lactotensin (YAMAUCHI et al, 2003b, 
BUHLER et al, 2007) and JMV-431 (DUBUC et al, 1999, SARRET et al, 2005, 
ROUSSY et al, 2009) engendered similar patterns of SIA in young rats than at a 
later stage of life. These differences may be related to the ontogenic expression of 
NT, receptors. Accordingly, the NTS1 receptor is expressed early during 
development, peaks at around postnatal day 10 (P10), and progressively decreases 
thereafter until adulthood, while the NTS2 receptor is first detected during the second 
postnatal week, NTS2 receptor levels increasing progressively and uniformly to 
reach adult levels between the fourth and eighth postnatal week (SARRET and 
BEAUDET, 2003). In sum, our results suggest that endogenous NT acting on spinal 
NTS2 receptors may mediate non-opioid SIA by disinhibition of descending pain 
control pathways, perhaps through the modulation of GABAergic or glutamatergic 
transmission. 
The hypothalamo-pituitary-adrenal axis is now known to be an essential component 
of the neuroendocrine response to stress, and thus plays a critical role in the 
maintenance of homeostasis (HERMAN and CULLINAN, 1997, HERMAN et al, 
2003). Consequently, the HPA axis response to stress may interfere with the 
nociceptive processing and participate in the intrinsic control of pain sensitivity 
(YARUSHKINA, 2008). In that respect, recent findings in rodents imply that the 
neurotensinergic system is an important HPA axis modulator. First, many brain 
regions involved in the neurobiology of stress are richly innervated by 
neurotensinergic neurons and express high densities of NT binding sites (SARRET 
and BEAUDET, 2003, GEISLER et al , 2006). Second, activation of NT receptors 
could affect various stress-induced hormonal secretions. Central injection of NT 
increases circulating ACTH and corticosterone levels as well as hypothalamic release 
of corticotropin-releasing hormone (CRH) from the median eminence to the portal 
blood (GUDELSKY et al, 1989, ROWE et al, 1992, ROWE et al, 1995, SICARD 
et al, 2005). Besides, pharmacological blockage of NT binding by intracerebrally 
injected SR48692 or SR48450 totally blocks NT-induced HPA activation (NICOT et 
al, 1994, NICOT et al, 1997). Interestingly, under physiological conditions, chronic 
treatment with the NT antagonist, SR48692 attenuates both restraint and swim stress-
induced ACTH and corticosterone plasma elevations (NICOT et al, 1997, AZZI et 
al, 1998). In turn, the expression and function of the NT system are potently 
regulated by the endocrine outputs of the HPA axis. Up-regulation of NT mRNA in 
the hypothalamus is observed in response to diverse acute stressors (CECCATELLI 
and ORAZZO, 1993, HELMREICH et al, 1999, SETA et al, 2001) and 
corticosterone elevation results in an increase of NT mRNA expression in limbic 
structures (NICOT et al , 1995, WATTS and SANCHEZ-WATTS, 1995). 
Accordingly, the NT gene promoter is under the control of a glucocorticoid 
responsive element (KISLAUDKIS and DOBNER, 1990). Together, these reports 
strongly suggest that NT system and stress-axis function are intimately linked. 
The present study was therefore designed to evaluate the neuroendocrine 
consequences of NTS2 impairment in response to a stressful stimulus. At the 
hormonal level, one of the major responses to stress is an increase in corticosterone 
secretion by stimulation of the HPA axis. Here, we demonstrated that the genetic 
inactivation of NTS2 receptors is accompanied under basal conditions by a decrease 
in plasma corticosterone levels. Similarly, chronic delivery of NT antagonist to the 
hypothalamic paraventricular nucleus (PVN) via indwelling central cannulae 
decreased the diurnal increase in plasma ACTH and corticosterone (ROWE et al , 
1997). These data indicate plausibly that the endogenous NT/NTS2 system 
modulates tonically the basal HPA axis activity. Since NT is known to induce CRH 
release in the PVN (ROWE et al, 1992, ROWE et al, 1995), we might therefore 
hypothesize that the NTS2 receptor reduces the plasma corticosterone concentrations 
through a CRH-dependent mechanism. Further supporting a link between NT and 
CRH, lifelong exposure to excessive CRH by genetic modification (i.e. CRH-
overexpressing mice) leading to chronic release of corticosterone induces 
pronounced NTS1/NTS2 receptor down-regulation in limbic brain regions 
(PEETERS et al, 2004). Our results also revealed that plasma corticosterone levels 
significantly increased following exposure to cold-water swim stress in NTS2-KO 
mice, suggesting that physical stressors like forced swimming recruit different stress-
activating pathways (BOMHOLT et al, 2004): However, NTS2-deficient mice 
displayed blunted corticosterone responses to stress, because plasma corticosterone 
concentrations in NTS2-KO mice were still lower than in wild-type littermates. 
Thus, the redundancy existing in central mechanisms of HPA axis regulation seems 
nonetheless not sufficient to compensate the loss of NTS2 receptor. Our results 
therefore suggest that the reduction of SIA observed in the NTS2-KO mice may be 
partially related to HPA axis hyporesponsiveness. Previous studies have already 
proposed a subdivision of the analgesic response to stress into neural versus 
hormonal-mediated forms (WATKINS - and MAYER, 1982, WATKINS and 
MAYER, 1986). Following this classification, the inhibitoiy effect of NTS2 receptor 
deletion on analgesic and hormonal responses to stress may indicate that cold-water 
swim stress induced an NTS2-neural and NTS2-hormonal non-opioid form of SIA. 
In conclusion, behaviors to avoid pain can be seen as an evolutionary developed 
defense response to an aversive stimulus. Accordingly, we showed here that acute 
stress increased nociceptive thresholds, suggesting that in general, stress attenuates 
pain. However, it has been demonstrated that prolonged or repeated exposure to 
stress also produces hyperalgesia (IMBE et al , 2006). This switch from stress-
induced analgesia to stress-mediated hyperalgesia is thought to be at the origin of 
several pathological pain states (BUTLER and FINN, 2009). Indeed, preclinical and 
clinical research strongly suggests that HPA stress axis abnormalities increase the 
propensity to develop chronic pain, such as irritable bowel syndrome, low back pain 
and fibromyalgia (BOMHOLT et al, 2004). Overall, the present study provides 
evidence that a descending neurotensinergic neural system is activated by 
environmental stressors to modulate pain sensitivity in an NTS2-dependent manner. 
More specifically, we demonstrated that the NTS2 receptor plays a major role in 
SIA. Additional investigations will be necessary to determine whether modulation of 
the NT system may find therapeutic applications in the treatment of co-morbidity of 
stress-related disorders with chronic pain conditions. 
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DISCUSSION 
La douleur pediatrique est bien r£elle et a longtemps ete mal comprise et sous-
estim£e. Plusieurs facteurs peuvent influencer la r£ponse douloureuse chez l'enfant et 
peuvent avoir des repercussions jusqu'a l'age adulte. Le stress en est un bon 
exemple. Ce dernier peut influencer le systeme nociceptif en developpement et 
conditionner la perception douloureuse future soit en l'augmentant ou en la 
diminuant. Un stress peut aussi induire le SIA. Ce phenomene peut impliquer 
plusieurs acteurs nommement les opioi'des et la NT. En fait, lors d'un stress de faible 
intensity, le systeme opio'idergique est active. Lors d'un stress de forte intensity, 
d'autres systemes peuvent etre impliques. Le systeme neurotensinergique (LEWIS et 
al , 1980, MOGIL et a l , 1996, DOBNER, 2006) et les endocannabino'ides en sont 
des exemples (VAUGHAN, 2006). Dans ce present memoire, nous nous 
concentrons sur le SIA de forte intensity avec une focalisation particuliere sur le 
systdme neurotensinergique. 
La NT est un peptide de choix comme alternative aux opiaces et ses effets 
analgesiques autant aux niveaux peripheriques que centraux sont medies par ses 
recepteurs NTS1 et NTS2. Le recepteur NTS2 est connu pour son implication dans la 
peur et la memoire (YAMAUCHI et a l , 2007). Ce meme auteur a demontre que la 0-
lactotensine (0-lt), un agoniste seiectif du recepteur NTS2, a des effets anti-stress et 
des implications dans la memoire de la peur. Cependant, aucun article dans la 
litterature ne demontre le role direct du recepteur NTS2 dans l'analgesie liee au 
stress et aucune litterature ne met en evidence les mecanismes de ce phenomene chez 
l'enfant suite a un stress postnatal severe. II est connu par contre que certains stress, 
comme le stress prenatal, a des repercussions sur la modulation du systeme nerveux 
central dont les effets peuvent perdurer jusqu'a l'age adulte. D'ou l'importance de 
limiter le stress afin que l'enfant developpe ses systEmes de modulation de la douleur 
de maniere optimale. Ici, chez l'animal, nous avons dEmontrE 1'effet d'un stress 
postnatal sEvere, par une nage en eau froide de 3 min a 15 degrEs, sur la perception 
douloureuse suite a 1'injection intrathEcale de diffErents agonistes 
neurotensinergiques chez le rat juvEnile et adulte. Par la suite, nous avons EvaluE 
l'effet d'un stress postnatal sur la rEponse nociceptive en douleur aigue et tonique 
chez la souris adulte de type sauvage (WT) et la souris ayant EtE dElEtEe du gEne du 
rEcepteur NTS2 (KO NTS2). Afin de consolider nos rEsultats et par le fait meme en 
savoir davantage sur les liens entre le rEcepteur NTS2 et la corticostErone (CRH), 
nous avons EvaluE le taux de corticostErone chez les souris WT et KO NTS2 en 
condition normale ainsi qu'en condition de stress intense non opioi'dergique en 
utilisant le test de la nage forcEe en eau froide. Par nos rEsultats, nous avons mis en 
Evidence le role du rEcepteur NTS2 dans le SIA en douleur aigue et en douleur 
tonique. Nous avons Egalement pu Etablir que son r61e dans ce phEnomEne est 
prEsent et important autant chez le rat juvEnile que chez l'adulte. 
1. Effet d'un stress postnatal sur la perception douloureuse en rEponse aux 
agonistes du rEcepteur NTS2. 
L'effet d'un stress postnatal sur la rEponse nociceptive impliquant le systEme 
neurotensinergique a EtE EtudiE antErieurement chez les souris KO NT. Dans cette 
Etude, les auteurs mettent en Evidence le role de la NT endogEne dans le SIA et sur la 
nociception viscErale basale (GUI et al, 2004). Pour ce faire, ils ont examinE la 
rEponse nociceptive suite a un stress de peur de l'eau (30 min sur une plateforme 
flottarite dans l'eau a 10 degres) chez les souris KO NT pretraitees avec le SR48692 
(antagoniste des recepteurs neurotensinergiques). Ce type de stress aquatique a 
provoque une augmentation de la douleur viscerale chez les souris KO NT. Ce meme 
auteur a demontre que l'antagoniste neurotensinergique, le SR48692 inhibe le SIA 
initialement produit par un stress severe de contention chez les rats (GUI et 
CARRAWAY. ,2004). Done, un stress intense, en absence de NT engendre plutot 
une reponse hyperalgesique. En resume, lors d'un stress intense, la NT est necessaire 
afin d'obtenir un SIA. 
L'implication du recepteur NTS2 dans le SIA n'a pas ete cibiee dans la litterature. 
Par contre, son r61e, de par sa localisation au niveau du systeme sensoriel du S.N.C, 
tels que l'hypothalamus, le PVN et l'amygdale a ete demontre (SARRET et al , 2003, 
SARRET et al , 1998, WALKER et al , 1998, MAZELLA et al , 1996). II est 
egalement exprime au niveau de la corne dorsale de la moelle epiniere, ou il peut 
moduler l'activite de certains neurones nociceptifs. Ces evidences nous ont amene a 
vouloir en savoir davantage sur le recepteur NTS2 dans des conditions de SIA. En 
fait, nous croyons que les effets analgesiants de la NT endogene liberee en etat de 
stress intense pourraient etre medies principalement par le recepteur NTS2. Afin de 
valider compietement cette hypothese, il serait tout aussi pertinent de verifier 
l'importance du recepteur NTS1 dans le SIA. Ceci nous permettrait de voir a quel 
point le recepteur NTS2 est essentiel dans ce phenomene. 
En utilisant le stress de la nage forcee (3 min h 15 degres), chez le rat age de 25 jours 
et 60 jours, nous avons mis en evidence que l'effet analgesique de la NT suite a un 
stress severe de type non-opioi'dergique est fortement medie par le recepteur NTS2. 
En effet, les resultats comportementaux en douleur aigue suite a 1'administration de 
NT69L, de p-lactotensine ((3-lt) et de JMV-431 chez le rat age de 25 jours ont 
demontre une augmentation significative du temps de latence du retrait de la patte 20 
et 30 minutes suivant Pinjection du compost. Cette augmentation est egalement plus 
prononcee avec l'utilisation du NT69L et de la 0-lt chez les ratons ages de 25 jours. 
1.1 NT69L 
Pour cause, le NT69L est un agoniste spEcifique des recepteurs neurotensinergiques 
NTS1 et NTS2. D'ailleurs, Sarret et Beaudet en 2003, ont mis en Evidence qu'a cet 
Sge, l'expression ontogEnique des sites de liaisons des rEcepteurs NTS1 et NTS2 
chez le rat Etaient exprimEs de fa?ons relativement Egales (Figure 18, page 44) 
(SARRET et BEAUDET, 2003). 
En fait, les sites de liaison du rEcepteur NTS1 sont prEsents a la naissance 
contrairement au rEcepteur NTS2 (Figure 18, page 44). AprEs environ 25 jours, les 
taux diffErent et une diminution de l'expression de ces sites vers 60 jours de vie chez 
le rat est observEe. Done, la prEsence en proportion Equivalente de l'expression des 
rEcepteurs NTS1 et NTS2 peut influencer 1'augmentation plus prononcEe de la 
latence du retrait de la patte au test plantaire suite a la nage et 1'administration de 
NT69L chez les rats juvEniles de 25 jours. Avec ces rEsultats, suite a l'administration 
de NT69L, cette forte hausse de la latence se traduit par le recrutement des deux 
rEcepteurs. 
1.2 fi-lactotensine (fi-lt) 
Ensuite, comme mentionnE prEcEdemment, le rEcepteur NTS2 est connu pour ses 
implications dans le stress, la consolidation de la mEmoire et la peur. Afin d'Etudier 
plus en dEtails 1'implication du rEcepteur NTS2 dans le SIA, nous avons utilisE, par 
la suite, un agoniste des recepteurs neurotensinergiques soit la P-lt. Cet agoniste est 
un tetrapeptide derive de la P-globuline bovine (His-Ile-Arg-Leu). II a ete demontre 
que cet agoniste a des effets antinociceptifs qui sont medies par le recepteur NTS2 
(YAMAUCHI et a l , 2003, BUHLER et a l , 2008a). En fait, l'affinite de la p-lt pour 
le recepteur NTS2 est 50 fois plus forte que le recepteur NTS1 (YAMAUCHI et al , 
2003). A la dose utilisee de 200|ig/Kg, il est possible de pretendre que la P-lt lie 
preferentiellement le recepteur NTS2. 
Tous ces elements et les possibles implications de cet agoniste via le recepteur NTS2 
nous ont pousse a l'utiliser afm d'etudier son effet antinociceptif suite a un stress en 
douleur aigue. Les resultats comportementaux chez les rats ages de 25 de meme qu'a 
60 jours ont de voile une forte augmentation significative du temps de latence du 
retrait de la patte au temps 20 et 30 minutes suivant l'injection du compose. Ces 
resultats coincident bien avec la litterature et appuient l'hypothese que les effets 
antinociceptifs de la P-lt sont medies via le recepteur NTS2. Ces effets sont 
egalement plus prononces suite & un stress ce qui demontre bien que le recepteur 
NTS2 est active en etat de stress. 
De plus, on peut remarquer que cet agoniste detient le plus grand effet amplificateur 
du SIA parmi les composes testes. Puisque la P-lt passe la barriere hemato-
encephalique (BHE) (YAMAUCHI et a l , 2007), il est possible que cet aspect soit 
responsable de l'augmentation prononcee et soutenue de 1'effet analgesique. 
Cependant, 1'administration des agonistes s'effectue en injection intrathecale au 
niveau lombaire. Nous pouvons supposer que Paction de la P-lt se fait en se liant aux 
recepteurs NTS2 au niveau de la corne dorsale de la moelle epiniere. Bref, 
l'activation de NTS2 dans cette region pourrait inhiber le neurone de projection en 
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pre ou post-synaptique. L'effet analgEsique proviendrait done de l'activation de ce 
relais d'ou la repercussion sur les centres superieurs du SNC. 
D'un autre cote, puisque cet agoniste traverse la BHE et que les experimentations 
durent 40 minutes, il se peut que durant cette periode, il retraverse les meninges au 
niveau de la moelle epiniere et soit recircuie vers les centres superieurs par voie 
sanguine. Cependant, etant donnee le volume de distribution, les concentrations 
retournant en circulation seraient probablement trop faibles pour induire un effet 
localise puissant dans les structures impliquees dans le SIA. 
Une autre eventualite a prendre en consideration est la recirculation de la P-lt via le 
liquide cephalorachidien qui est recircuie a une vitesse de 25 ml/h. La barriere des 
citernes etant plus permeable que celles de la BHE, en 40 minutes, un effet 
supraspinal pourrait etre envisageable. Ceci lui permettrait d'atteindre les centres 
superieurs et de ce fait, amplifier le CIDN. Par contre, si cette hypothese etait vraie, 
tous les agonistes pourraient exercer leurs effets de cette fa?on. Les resultats avec les 
autres agonistes ne nous permettent pas de valider cette hypothese puisque nous 
n'obtenons pas un aussi grand effet amplificateur avec l'agoniste seiectif du 
recepteur NTS2, le JMV-431. Afin d'en savoir davantage, il serait interessant de 
refaire l'experience avec la P-lt en l'injectant par voie intra-veineuse. Nous pourrions 
ainsi observer les possibles effets sur les centres superieurs. Nous pourrions aussi 
bien proceder a une injection intra-cerebro-ventriculaire (ICV) ou directement dans 
le RVM ou la SGPA et ainsi d'evaluer l'effet p-lt sur le CIDN. 
De plus, la p-lt peut se lier sur d'autres recepteurs des cornes dorsales de la moelle 
epiniere comme les recepteurs de type a2B adrenergiques (BUHLER et al , 2008b). 
En effet, il a ete demontre que la P-lt a une affinite de 401.5 nM pour ce recepteur 
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(BUHLER et al, 2008b, MULLALLY et al, 1996). D'ailleurs, les recepteurs NA de 
type a2A, a2B et a2C sont exprimes dans la moelle epiniere (HUANG et al. ,2002) 
et sont connus pour leurs roles dans 1'inhibition des neurones nociceptifs au niveau 
dans cette region (WILLIS et WESTLUND, 1997, BYRUM et al, 1984, 
KINGERY, 1997). Egalement, il se trouve que le recepteur a2B est coexprime avec 
le recepteur a2A (HUANG et a l , 2002). Done, en injectant la P-lt en intrathecal, 
l'agoniste peut, d'une part se lier au recepteur NTS2 et d'autre part sur le recepteur 
a2B. L'activation des recepteurs NA entraine la secretion de CRH par le NPV. La 
NT module l'axe hypothalamo-hypophysaire (AZZI et al , 1998). Lors d'un stress, la 
secretion de CRH et la NT endogene augmentent conjointement, ce qui facilite le 
SIA et par consequent, active les neurones NA dans la SGPA, le RVM et dans la 
moelle epiniere. L'activation des recepteurs NA au niveau de la moelle epiniere par 
la P-lt pourrait ainsi induire un effet additif au SIA. 
Ensuite, lorsque l'on regarde le profil general des resultats chez les rats de 60 jours, 
il y a une reduction du temps de latence du retrait de la patte. A premiere vue, nous y 
observons une diminution du temps de latence des animaux pretraites avec chacun 
des agonistes lorsqu'ils sont compares avec les animaux controles. Cependant, cet 
effet diminutif au temps 20 minutes peut porter a confusion puisque les latences des 
animaux contr61es augmentent avec Page (de 25 jours a 60 jours, annexe 1). 
Effectivement, l'effet analgesique en reponse aux differents agonistes en 
comparaison avec les individus temoins est diminue au temps 20 chez les rats ages 
de 60 jours. II n'y a aucune difference significative entre les rats stresses au temps 20 
minutes. Par contre, l'effet analgesique semble etre deplace vers la 30ieme minute 
suivant l'injection avec les trois analogues en question. 
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Nous pouvons nous attarder plus en details sur ces rEsultats obtenus. A 60 jours, les 
rats sont k puberte et le systeme reproducteur est fonctionnel. II est bien connu que la 
rEponse a la douleur peut etre modifiee par la testosterone chez les males (RAO et 
SAIFI, 1981, PEDNEKAR et MULGAONKER, 1995). D'ailleurs la sensibilite des 
rats controles au jour 25 n'est pas la raeme qu'au jour 60 (annexe 1). Les rats a 
pubertE sont moins sensibles a la douleur que les rats agEs de 25 jours. Egalement 
les effets des analogues ne sont plus amplifiEs, en particulier avec le NT69L et le 
JMV-431. L'effet analgEsique de la P-lt est par contre conservE. A ce sujet, il a EtE 
dEmontrE que cet agoniste a des affinitEs pour la clonidine via le rEcepteur NA a2B 
(BUHLER et al, 2008a). Plus prEcisEment, la clonidine est un rEcepteur 
adrEnergique et est Egalement connu pour avoir des propriEtEs analgEsiques. A cet 
effet, il a EtE reportE que la testostErone est nEcessaire pour les effets antinociceptifs 
de la clonidine chez les rats males (THOMPSON et al, 2008). De plus, le stress peut 
avoir des effets nEfastes et perturber la fonction reproductrice des miles. Le CRF 
(corticotropine releasing factor) inhibe alors le GnRH (gonadotrophin releasing 
hormone) au niveau de l'hypothalamus (BIDZINSKA et al, 1993). Ceci diminue 
done la relache de testostErone. Lors d'une diminution de testostErone chez les 
miles, la rEponse a la douleur est augmentEe. Par consEquent, le SIA est diminuE. 
Bref, la libEration de testostErone est perturbEe par le stress, ce qui modifie la 
perception de la douleur chez les miles en diminuant le seuil de douleur. 
1.3 JMV-431 
En dernier lieu, nous avons utilisE un agoniste sElectif du rEcepteur NTS2, soit le 
JMV-431. Les rEsultats ont dEmontrE au jour 25, une augmentation de la latence du 
retrait de la patte au temps 20 et 30 minutes. Ce qui illustre bien que le rEcepteur est 
implique dans le phenomene en question. Au jour postnatal 60, un profil similaire est 
observe mais le SIA est retarde a la 30ieme minute du test. L'effet du SIA semble 
moins eleve avec cet agoniste contrairement au NT69L et a la P-lt. Comme discute 
precedemment, ces deux agonistes impliquent l'activation d'autres recepteurs 
pouvant potentiellement 6tre impliques dans le SIA. En effet, l'effet du SIA sur la 
perception douloureuse necessite le recepteur NTS2 afin de fonctionner de fa£on 
optimale cependant, il ne faut pas oublier que d'autres acteurs peuvent aussi etre 
impliques. De plus, nos experimentations ne nous permettent pas d'affirmer lequel 
des agonistes a un meilleur effet amplificateur du SIA. Pour ce faire, il faudrait 
effectuer des courbes doses-reponses. 
2. Effet du stress postnatal sur la perception de la douleur chez les souris KO 
NTS2 et les souris de type sauvage. 
2.1 Douleur aigue 
Suite aux experimentations effectuees chez le rat jeune et adulte, nous avons etudie 
plus en details le role du recepteur NTS2 dans ces conditions stressantes. Pour ce 
faire, nous avons utilise un modele animal murin KO NTS2. En reprenant les memes 
procedures en douleur aigue appliquees chez la souris adulte, nous avons etudie le 
role du recepteur NTS2 dans le SIA a l'aide du test plantaire. Par nos resultats, nous 
pouvons observer que les souris KO NTS2 ayant subit un stress ont une diminution 
significative du temps de latence du retrait de la patte apres 30 minutes suivant le 
stress en comparaison avec les souris WT. Nous retrouvons done une similarite avec 
les resultats obtenus avec les rats de 60 jours d'Sge. Ceci nous renseigne sur 
1'importance du recepteur NTS2 dans le SIA et nous pouvons nous demander si les 
souris KO NTS2 sont moins toierantes aux stress que les souris temoins. 
2.2 Douleur tonique 
Afin de pousser plus loin notre hypothese, nous avons effectue des Etudes 
comportementales en douleur tonique chez les souris KO NTS2 a l'aide du test a la 
formaline. Ce test couramment utilisE dans le laboratoire nous permet d'etudier un 
autre type de douleur; la douleur tonique qui est plus persistante que la douleur aigue. 
Ce test d'une durEe de 60 minutes a une composante aigue ainsi qu'une composante 
inflammatoire qui nous renseignent sur des ElEments plus prEcis comme la rEpartition 
spinale ou supra-spinale de la douleur. Le test a la formaline comporte deux phases 
actives : la phase aigue (phase 1) et la phase inflammatoire (phase 2). Ces deux 
phases sont entrecoupEes par une interphase ou il y a une inhibition active des 
comportements douloureux (Figure 20). Pour l'obtention de ces rEsultats, nous avons 
analysE la phase inflammatoire du test. Cette phase a EtE dEcomposEe en deux; phase 
prEcoce (21 k 39iteie minute du test) et phase tardive (42 k 60itaie minute du test). 
Figure 19. ReprEsentaion schEmatique des diffErentes phases du test & la 
formaline. Suite a 1'injection intra-plantaire de formaline au niveau de la patte 
arriEre de 1'animal, une courbe de 1'intensitE de douleur en fonction du temps est 
obtenue permettant ainsi de distinguer trois phases soit la phase I dite aigue, 
1'interphase, ou il y a une inhibition active de la douleur, et la phase II dite 
inflammatoire. 
Intensite de 
douleur 
Temps 
2.2.1 Test a la formaline sans stress 
Les resultats, en condition controle, ont revele que les souris KO NTS2 sont plus 
sensibles h la douleur que les souris WT au cours de la phase inflammatoire. II n'y a 
statistiquement aucune difference entre les souris WT et KO NTS2 non stressees 
dans la phase precoce de la phase inflammatoire du test a la formaline. D'ailleurs, il 
semble que le recepteur NTS2 soit principalement active dans la phase d'inhibition 
active (interphase) ce qui retarde son action dans la phase inflammatoire precoce. Ce 
phenomene peut expliquer pourquoi l'effet analgesique via le recepteur NTS2 est 
plus prononce durant la phase tardive en lien avec le temps de recyclage du recepteur 
vers la surface membranaire. Une autre etude de notre laboratoire nous a permis de 
supporter cette conclusion quant au recepteur NTS2 et a son implication dans la 
phase tardive de ce meme test experimental (donnees non publiees, annexe 2). Cette 
etude demontre que pour les animaux pretraites avec 1'agoniste seiectif du recepteur 
NTS2, le JMV-431, l'effet analgesique est plus prononce durant la phase tardive. Le 
faible effet analgesique des agonistes NTS2 au cours de la phase precoce pourrait 
expliquer pourquoi il n'y a pas de difference entre les souris WT et KO NTS2. 
2.2.2 Test a la formaline avec stress 
Suite au stress de la nage forcee avant le test a la formaline, la reponse douloureuse 
chez les souris WT et KO NTS2 est diminuee (annexe 3). Done, il y a bien presence 
de SIA dans ce test. Lors de la phase aigue, il y a une augmentation des 
comportements douloureux chez les deux types de souris ce qui correspond a la 
douleur immediate suivant 1'injection de la formaline. En condition de stress, la 
phase aigue est diminuee mais pas inhibee (annexe 3). Ceci correspond bien avec la 
literature, l'effet du stress diminue les deux phases du test a la formaline (FAZLI-
TABAEI et al, 2008). Nous aurions pu nous attendre a ce que la phase aigue du test 
soit totalement inhibee suite k la nage. Cependant, nous effectuons le test huit 
minutes suivant le stress. Durant ces huit minutes, les animaux sont sEches trois 
minutes et acclimates pendant deux minutes. lis ont le temps de recupErer une 
temperature corporelle normale. En injectant la formaline immediatement apres la 
nage, nous pourrions retrouver une absence de phase aigug due a la diminution de la 
temperature corporelle combinEe k l'effet du stress en question tel que souleve dans 
la litterature. 
L'interphase est aussi decalEe chez les souris stressees. En fait, elle est plus longue 
que chez les temoins. Cette phase est dite caracteristique d'une inhibition active car, 
il y a activation de mecanismes impliquant d'autres neurotransmetteurs tels que le 
GABA. L'effet du SIA et l'activation du GABA durant cette phase peuvent 
contribuer k l'absence de comportement douloureux et a la prolongation de cette 
interphase. De plus, la duree de l'interphase est plus longue chez les souris WT 
stressees en comparaison aux souris KO NTS2 stressees. L'activation du recepteur 
NTS2 chez les souris WT stressees durant cette phase pourrait expliquer cet effet 
analgesique prolonge. 
Durant la phase inflammatoire (21 a 60 minutes), l'effet du stress est attenue. Par 
consequent, les comportements douloureux sont augmentes durant cette periode. Nos 
resultats ont demontre que les comportements douloureux etaient augmentes dans la 
phase tardive chez les souris KO NTS2. II n'y a pas de difference significative dans 
la phase precoce en condition de stress. Selon notre hypothese de depart, l'effet du 
SIA serait mediee principalement par le recepteur NTS2. Nous avons vu que le 
recepteur NTS2 semble etre active durant la phase d'inhibition active, retardant son 
effet analgesique dans la phase precoce. Bien que l'effet du SIA soit present chez les 
souris KO NTS2, il n'est cependant pas aussi optimal que chez les souris WT. II est 
possible que le recepteur NTS! soit aussi partiellement implique dans le SIA. 
D'ailleurs, une autre etude de notre laboratoire nous a permis d'etablir l'implication 
du r6cepteur NTS1 chez les rats lors du test h la formaline (ROUSSY et al, 2008). 
En effet, nous pouvons remarquer que l'effet analgesique du NT69L (agoniste des 
recepteurs neurotensinergique) est predominant dans toute la phase inflammatoire 
(Annexe 4). Nous pouvons supposer que le recepteur NTS1 est aussi implique dans 
le SIA. En fait, faction de ce recepteur est plus prononcee dans la phase precoce. II 
est possible qu'un phenomene de compensation par le recepteur NTS1 soit present 
chez les souris KO NTS2 en condition de stress. Ceci pourrait expliquer 
1'augmentation des comportements douloureux chez les souris KO NTS2 stressees 
en comparaison avec les souris possedant les deux recepteurs. 
L'existence d'une relation directe entre le recepteur NTS2 et le stress, plus 
precisement 1'hormone CRH, peut alors etre suspectee. A cet effet, il a ete demontre 
que l'effet analgesique du recepteur NTS1 provenait de l'activation du CRH dans les 
neurones serotoninergiques et noradrenergiques au niveau de la RVM et de la SGPA 
(BUHLER et al , 2005). Le recepteur NTS1 est aussi present dans les regions 
mesencephaliques telles que la SGPA, l'amygdale et le striatum ainsi que dans des 
regions hypothalamiques. Aussi, la plupart des neurones RVM qui exprime NTS1, 
exprime egalement de la serotonine. En fait, les recepteurs neurotensinergiques 
NTS1 et NTS2 ne sont pas exprimes dans les memes types de neurones et pas 
necessairement dans les memes regions. Le recepteur NTS2 quant a lui est fortement 
exprime dans le SNC, plus partieulierement dans le NRM. II est aussi present, entre 
autres, dans la SGPA, le RVM et l'hypothalamus. Cependant, NTS2 n'est pas 
exprime dans les fibres sErotoninergiques dans le RVM (BUHLER et al, 2005). 
L'effet analgesique du rEcepteur NTS2 proviendrait plutot de la presence du CRH 
dans les neurones noradrenergiques dans la SGPA et dans le RVM (BUHLER et al , 
2008a, BUHLER et al , 2005). Ces types de neurones, comme mentionne 
precedemment, sont actives lors du CIDN et peuvent done etre impliquEs en etat de 
stress. Tout ceci dans le but d'aider l'organisme h contrer le stress en question. 
3. Corticotropine (CRH) 
L'hormone corticotropine est aussi importante dans la rEponse aux stress. Puisque le 
rEcepteur NTS2 via l'activation des neurones noradrEnergiques au niveau de la 
SGPA et RVM peut etre activE lors d'un stress, une possible et Etroite relation entre 
la NT endogEne libErEe lors d'un stress intense et l'activation de ces neurones peut 
alors Etre envisagEe. 
D'ailleurs, les effets des rEcepteurs neurotensinergiques sur la rEgulation du Cortisol 
ont dEji EtE dEmontrEs (AZZI et al , 1998). Dans ce rapport, on peut observer que le 
taux de corticostErone diminue lorsque les animaux sont prEtraitEs avec l'antagoniste 
des rEcepteurs neurotensinergiques, le SR48692, et que ceux-ci subissent un stress de 
nage en eau froide de type non-opio'idergique (Figure 20). Done, cet article illustre 
bien que la NT module l'axe hypothalamo-hypophysaire sous l'influence d'un stress. 
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Figure 20. Les effets des recepteurs neurotensinergiques sur la regulation du 
corticosterone. Les taux de corticosterone diminuent en fonction de la neurotensine. 
Lors d'un stress, les niveaux de corticosterone augmentent. Lorsque 1'on ajoute un 
antagonists neurotensinergique, le taux de corticosterone diminue. 
Source - Adapte de AZZI et al. Repeated administration of the neurotensin receptor 
antagonist SR 48692 differentially regulates mesocortical and mesolimhic 
dopaminergic systems. J.Neurochem., 71(1998), 1158-1167. 
Dans notre presente etude, nous avons recolte des echantillons de plasma chez des 
souris de type sauvage et chez les souris KO NTS2 dans le but de correler le lien 
entre l'effet du stress et le r£cepteur NTS2. Nos resultats ont demontre une 
augmentation significative du taux de corticosterone entre les souris non stresses et 
stressees autant pour les animaux de type sauvage et KO NTS2. Jusqu'ici, les 
resultats concordent car, la corticosterone est liberie a la hausse en condition de 
stress. Dans un deuxieme temps, une baisse significative du taux de corticosterone 
entre les souris WT et KO NTS2 en conditions basales est observee. Le niveau de 
corticosterone chez les souris KO NTS2 est plus bas que les souris de WT. En 
condition de stress, les individus KO NTS2 ont une augmentation significative de 
feur taux de corticosterone, cependant ce demier n'atteint pas les memes niveaux de 
relache que les souris WT. En fait, le taux de corticosterone chez les souris stressees 
KO NTS2 est comparable a celui des souris de type sauvage non stresses. Done, il 
semble qu'il existe un lien direct entre la liberation de corticostErone et l'activation 
du recepteur NTS2. 
En regardant de plus pres l'aspect mEcanistique reflEtE par ces rEsultats, le stress 
augmente 1'activitE de l'axe Hypothalamo-hypophysaire surrEnalien (HHS). Cet axe 
HHS comprend un noyau ayant un role trEs important dans le stress : le NPV. Ce 
noyau est responsable entre autres, de la production de CRH. Lorsque ces neurones 
sont excitEs, il y a relache de CRH au niveau de l'Eminence mEdiane dans les 
capillaires primaires du systEme porte HHS. ParallElement, durant un stress, les 
systEmes sympathique et adrEnomEdullaire sont aussi activEs et induisent la relache 
de catEcholamine incluant 1'adrEnaline k partir de la mEdulla surrEnalienne et de la 
noradrEnaline k partir des extrEmitEs nerveuses sympathiques. Le systEme 
noradrEnergique prend origine dans la rEgion bulbaire et est Etroitement impliquE 
dans la rEgulation de la rEponse au stress. Au niveau du tronc cErEbral, les neurones 
noradrEnergiques sont localisEs dans le noyau NTS ou il regroupe les rEcepteurs de 
type a2 et dans la rEgion bulbaire ventrolatEral (MVL) ou l'on retrouve les rEcepteurs 
de type a l . Les deux rEgions via ces deux types cellulaires se projettent au niveau du 
NPV. La noradrEnaline excite les neurones CRH et la stimulation des rEcepteurs de 
types a l et a2 augmente 1'activitE de l'HHS (PLOTSKY, 1987). 
ParallElement, il a EtE dEmontrE que lors d'un stress, l'ARNm de la NT est augmentE 
dans l'hypothalamus et certains de ses noyaux se projettent sur la SGPA (MOKHA et 
al, 1987, AIMONE et al, 1988, RIZVI et al , 1996). A faible stress, la NT a un effet 
facilitateur de la douleur. Ce faible stress augmente l'ARNm de la NT au niveau de 
l'hypothalamus. CettE augmentation stimule les neurones NT dans la SGPA et RVM 
et activent les cellules dites « on ». Ces cellules sur les neurones NT se projettent 
ensuite dans la corne dorsale de la moelle epiniere et activent les fibres nociceptives 
afin de faciliter la reponse nociceptive (Figure 21). 
Figure 21. Schema modelisateur de la facilitation de la douleur par la NT. A 
faible stress, l'augmentation de la NT faeilite la perception de douleur en activant les 
cellules « on ». 
Source - Adapte de Dobner. Neurotensin and pain modulation. Peptides 
27(2006), 2405-2414. 
En condition de stress severe comme la nage forc6e en eau froide, la NT est 
augmentee dans l'hypothalamus. Cependant, cette augmentation active plutot les 
cellules de type « o f f» de la SGPA (Figure 22). Ces cellules stimulent les neurones 
noradrenergiques dans la SGPA et dans la MRV. Les cellules « of f» stimulent 
egalement les neurones s6rotoninergiques dans la MRV. Ces projections se dirigent 
alors vers la corne dorsale de la moelle epiniere pour inhiber les interneurones 
activateurs ou directement les fibres nociceptives provenant de la peripheric. Un 
phEnomene de SIA est alors induit. 
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Figure 22. Schema modllisateur de l'analgesie li£e au stress. L'augmentation de 
l'ARNm de la NT, stimule les cellules « o f f» dans la SGPA et dans la RVM. Par 
consequent, il y a activation des neurones serotoninergiques et noradrenergiques qui 
vont k leur tour projeter sur la moelle epiniere et inhiber les signaux douloureux. 
Source - Adapts de Dobner. Neurotensin and pain modulation. Peptides 
27(2006), 2405-2414. 
L'augmentation d'ARNm au niveau de certains noyaux de ^ 'hypothalamus comprend 
egalement le NPV. Les recepteurs neurotensinergiques NTS1 et NTS2 sont localises 
aussi dans ce noyau. Comme mentionne precedemment, le CRH est produit dans ce 
noyau. Nos resultats du taux de corticosterone ont demontre que les niveaux de 
corticosterone sont modules par la NT via le recepteur NTS2. II est possible que 
l'augmentation de la NT via son recepteur NTS2 lors d'un stress severe non 
opio'idergique au niveau du NPV module l'axe HHS en augmentant les niveaux de 
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corticosterone augmentent. Par contre, en absence de rEcepteur NTS2, les niveaux de 
corticostErone ne peuvent pas etre amplifies au meme niveau que les souris 
possedant les deux recepteurs. II est possible que le recepteur NTS1 soit implique 
dans la relache de corticostErone. Ulterieurement il sera possible de Pevaluer en 
reproduisant les memes experiences cependant avec des souris KO NTS1. Done, le 
rEcepteur NTS2 est necessaire pour une relache ideale de CRH et par consequent, 
pour obtenir un SIA optimal. 
NTS2 
Figure 23. Schema hypothEtique de la relation entre le CRH et le recepteur 
NTS2. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
Finalement, notre etude a demontre que le recepteur NTS2 est dans un premier temps 
implique dans le SIA. De plus, ce recepteur est meme necessaire au bon 
fonctionnement du SIA. En fait, les experiences en douleur tonique nous ont 
demontre que si un SIA pouvait etre mis en evidence chez les souris KO NTS2, il 
est cependant moins efficace que chez les souris WT. Ceci coincide avec les resultats 
obtenus pour les agonistes chez les rats autant jeunes qu'adultes. L'effet du SIA avec 
l'utilisation d'agonistes non spedfiques du recepteur NTS2 a illustre de plus fortes 
amplitudes d'analgesie que lorsque nous utilisons l'agoniste specifique du recepteur 
NTS2 soit le JMV-431. II y a done d'autres mecanismes en jeu qui peuvent etre 
actives. 
A cet effet, nous avons discute de la possible implication du recepteur NTS1. Afin 
d'etudier plus en details le mecanisme meme du systeme NT sur le SIA. Nous 
pourrions refaire les memes experimentations en utilisant cette fois-ci, un agoniste 
specifique du recepteur NTS1 : le PD149163. Nous pourrions egalement utiliser pour 
les experimentations en douleur tonique et aigue, des souris KO NTS1. Aussi, il 
serait interessant d'evaluer le niveau de corticosterone basal et en condition de stress 
chez ces souris. 
Nous avons discute egalement de l'injection intrathecale chez les rats en liaison avec 
les agonistes NT pouvant passer la barriere hemato-encephalique. Ce type d'injection 
nous permet d'injecter des composes au niveau de la moelle epiniere, directement 
dans le systeme nerveux central. Cependant, nous pouvons nous questionner sur le 
fait que les composes en question parviennent a activer les recepteurs aux centres 
superieurs ou bien que l'effet analgesique provient uniquement de l'activation des 
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rEcepteurs presents dans la moelle Epiniere. A cet effet, nous pourrions Etudier l'effet 
du SIA sur la perception douloureuse en rEponse aux agonistes des rEcepteurs NT 
mais au niveau des centres supErieurs. Nous pourrions dans un premier temps, 
utiliser la P-lt et l'injecter par voie systEmique. Ceci nous permettrait d'observer un 
ensemble de comportements antinociceptifs ainsi que les effets secondares associEs 
& ce composE libErE en systEmique. Nous pourrions aussi refaire les expErimentations 
chez le rat juvEnile et adulte avec les memes agonistes cependant, en les injectant au 
niveau de la SGPA et de la RVM pour moduler le CIDN. Ainsi, il serait possible 
d'en savoir davantage sur l'activation meme du rEcepteur NTS2 directement via le 
CIDN. 
Aussi, dans notre Etude, nous effectuons les expErimentations comportementales 
chez les miles seulement afin de standardiser le modEle animal ainsi que pour Eviter 
les Eventuelles fluctuations des hormones sexuelles. De ce fait, puisque les hormones 
sexuelles peuvent modifier la rEponse douloureuse, il serait intEressant de refaire les 
memes expErimentations chez les femelles. Le fait que les hommes ne rEagissent pas 
de la meme fa9on a la douleur que les femmes, pourrait nous aider a en savoir plus 
sur cette possible dichotomie entre les miles et les femelles. Ces expErimentations 
pourraient nous apporter des informations supplEmentaires sur l'effet du SIA sur le 
systEme neurotensinergique. 
Nous avons aussi ElaborE sur le fait d'Etudier la rEponse douloureuse en condition de 
stress chez les animaux juvEniles et adultes. Les mEcanismes nociceptifs Evoluent et 
maturent avec l'ige. Sans oublier les hormones sexuelles qui viennent modifier la 
perception de la douleur Egalement. La douleur est un stress pour l'organisme et ce 
dernier peut modifier et conditionner la perception douloureuse pour le futur. En 
effet, chez Fun enfant ne rEagira pas de la meme fa$on qu'un adulte et le stress chez 
l'enfant peut alterer la nociception future. D'ailleurs, le stress prenatal en particulier 
durant le 3e trimestre de grossesse peut perturber la modulation du systeme nerveux 
central et par consequent, alterer les mecanismes de modulation de la douleur chez 
l'gtre en developpement en question. En utilisant un module de stress prenatal, tel 
que le stress severe de contention, il serait possible d'evaluer la modification de la 
perception douloureuse chez le rejeton. II serait tout aussi pertinent de maintenir les 
animaux jusqu'fl Page adulte afin de mieux comprendre les modifications du CIDN 
que le stress a apporte. Avec ces Etudes nous pourrions d'une part en savoir 
davantage sur l'effet du stress d'origine prenatale sur la perception de la douleur 
mais aussi sur les roles du recepteur NTS2 et/ ou NTS1 dans ce phenomene. En 
euthanasiant les animaux a differents ages, nous pourrions ^valuer 1'expression du 
recepteur NTS2 et/ou NTS1 a l'aide de techniques de PCR quantitatif et des 
techniques immunohistochimiques. 
Connaitre plus en details les mecanismes du stress postnatal sur la reponse 
douloureuse ainsi que les implications du recepteur NTS2 dans ce phenomene chez 
les jeunes et les adultes est tres important d'une part pour la comprehension des 
impacts fondamentalement physiologiques mais aussi pour de futures cibles 
therapeutiques futures. La NT est une cible de choix comme alternative aux opiaces 
et nombreux sont ceux qui sont affectes par les effets secondares de dependance et 
de tolerance des opiaces. En sachant que le SIA est module par le systeme 
neurotensinergique, il sera possible de moduler les effets du stress de maniere a 
stabiliser la reponse a la douleur autant chez les enfants. 
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Comparaison des sensibility des rats tEmoins au jour 25 et 60. Les rats ag£s de 
60 jours ont une augmentation du seuil de sensibility en comparaison aux rats ag£s de 
25 jours. Les rats de 60 jours sont principalement moins sensibles 20 minutes avant 
la nage ainsi que 20 minutes apr£s la nage. Ce temps correspond k l'amplitude 
maximale du SIA. 
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ANNEXE 2 
Time (min) 
Test & la formaline suite & l'injection de difflrentes doses de JMV-431 (agoniste 
s£lectif du recepteur NTS2) chez le rat. L'effet analgesique est plus prononce dans 
la seconde partie de la phase inflammatoire chez les animaux pretraites avec le JMV-
431 en comparaison aux animaux temoins. 
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ANNEXE 3 
A. 
Time (min) 
B. 
souris -/- non stress6es (n=8) 
souris -I- stresses (n=8) 
• i • i 
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Time (min) 
i—i—i—i 
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Test & la formaline chez les souris WT et KO NTS2 avec et sans stress. (A) 
L'effet d'un stress severe postnatal sur la perception de la douleur lors d'un test a la 
formaline chez les souris WT et chez les souris KO NTS2 (B). Le stress diminue 
statistiquement les comportements douloureux chez les deux types de souris durant la 
phase aigue (WT; P < 0.01, KO NTS2; P < 0.05) et durant la phase precoce de la 
phase inflammatoire (WT; P < 0.01, KO NTS2; P < 0.05). 
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ANNEXE 4 
Time (min) 
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Early phase Late phase 
Test k la formaline suite h I'injection de JMV-431 (agoniste s£lectif du recepteur 
NTS2) et NT69L (agoniste NTS1, NTS2) chez le rat. A) Courbe des rEsultats du 
test a la formaline suite a differentes concentrations de NT69L. B) Aire sous la 
courbe (A.U.C.) calculee en fonction de l'intensite douloureuse. L'effet analgesique 
est plus prononce dans la phase precoce de la phase inflammatoire chez les animaux 
pretraites avec le NT69L en comparaison aux animaux temoins (P < 0.01). Les 
comportements douloureux sont augments dans la phase tardive suit a 
l'administration de NT69L et JMV-431. L'effet analgesique est par contre present 
chez les animaux pretraites avec le NT69L et le JMV-431 en comparaison aux 
temoins (P < 0.05). 
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